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 چکیده

یکی از روش های پیشنهاد شده به منظور تثبیت و استحکام خاک رسوب کلسیت به واسطه تحرریرم مریرکرروبری  سابقه و هدف:

(MICP)  است. این مطالعه با هدف جداسازی باکتری های تجزیه کننده اوره موثر در ایجاد سیمان زیستی از خاک های خشرم و

 کویری انجام شد. 

نمونه جمع آوری شده ازخاک های مناطق مخترلرا ایرران  282توصیفی بر روی -این پژوهش به صورت مقطعی  مواد و روش ها:

انجام شد. کشت نمونه ها بر روی محیط اوره براث انجام شد. سپس سنجش فعالیت آنزیم اوره آز باکتری های تجزیه کنرنرده اوره 

تعیین هویت شدند. تولید سیمان زیستی در   16S rRNAانجام شد. باکتری های فعال توسط آزمون های متداول بیوشیمیایی و روش

اسپوروسرارسریرنرا و دما های مختلا مورد ارزیابی قرار گرفت و با سویه استاندار  pHباکتری های اوره از مثبت جداسازی شده در 
 درجه سرلریرسریرو  و 22مقایسه گردید. در نهایت کریستال های کربنات کلسیم در شرایط بهینه دمای  ATCC 11589  پاسترویی

8/2 pH  با آزمون بلورشناسی پرتو ایکس(XRD)  .مورد بررسی قرار گرفتند 

 از مهرم ترریرن براکرترری هرای  اسپوراسارسیناو  باسیلو جنس مختلا جداسازی گردید. جنس های  2جدایه از  423یافته ها: 

 درجره سرلریرسریرو  و  22تجزیه کننده اوره جداسازی از مناطق خشم و کویری بودند. بیشترین میزان کربنات کلسیم در دمای 

8/2  pH  .در بانم   جدایه برتر موثر در تولید آنزیم اوره آز و سیمان زیستی با استفاده از روش مولکولی تعیین هویت و 12تولید شد

 تایید گردید. XRDژنی ثبت گردیدند. همچنین تولید سیمان زیستی سویه های برتر با استفاده از آزمون 

نتایج نشان داد که در تولید کریستال های کربنات کلسیم مقدار اوره و کلرید کلسیم نقش اساسی دارنرد. هرمرچرنریرن نتیجه گیری: 

از مهم ترین باکتری های تولید کننده سیمان زیستی بود. از این رو بهینه سازی شرایط رشرد در  اسپوروسارسینا پاستوروییباکتری 

 حد بالاتر به منظور استفاده کاربردی از این باکتری در تثبیت شن های روان، استحکام زمین و پل سازی پیشنهاد می گردد.  
 16S rRNA.، اوره آز، ژن اسپوروسارسینا پاستوروییسیمان زیستی، واژگان کلیدی: 

 69شهریور ماه پذیرش برای چاپ:    69تیر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدر  برای مکاتبه: جهرم، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامری، گرروه مریرکرروبریرولروژی.

 mkargar@jia.ac.irپست الکترونیم:  26194136224تلفن:    

 م دمه     

 تمایل به استفاده از فناوری های زیستری در مرهرنردسری                                                          

(. یرکری        1زمین شناسی در چند سال اخیر افزایش یافته است                                               

ازاین تکنیم های ارزشمند، تولید سیرمران زیسرتری رسروب                                                 

    Micr  i   gicaکلسیت به واسطه تحریم مریرکرروبری                                

I   c   Ca ci   Pr cipi a i   MICP                 یرا رسروب دادن )

 رسروب        MICP(. رایج ترین نو                   2باکتریایی کلسیت می باشد                           

به واسطه فعالیت میکروبی                           pH یر مستقیم است. در این روش                            

  معمولا هیدرولیز اوره( ت ریریرر مری کرنرد و یرون هرای                                                

بی کربنات تولید می شود و در نهایت برا ر  رسروب دادن                                                  

در ح ور یون های کلسیم در بین ف راهرای                                        CaC شیمیایی         
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 (. فسیل های اسرتررومراترولریرت                          4خالی  رات خاک می شود                        

      r ma   i                                         به جامانده در طبیعت که قردمرت شران بره ) 

میلیارد سال می رسد، در واقع کربنات کلسیم های ناشری از                                                        4

میکروارگانیسم های محیطی هستند. امروزه نیز در طربریرعرت                                                    

میکروارگانیسم های مولد کربنات کلسیم می توانند موج  بهم                                                        

 (.    3چسبیدن  رات خاک شوند                        

برخی از گونه های باکتری ها  به واسطه داشتن آنزیم   اوره آز                                                            

سیستم و تولید یون های کربنات                                pHمی توانند موج  افزایش                       

، کرربرنرات          6تا      8/4بالاتر از            pH(. در گستره             1-شوند  واکنش             

به سروی          pHکلسیم شرو  به رسوب می نماید. در این شرایط                                           

(. برا ایرن           4و     2خنثی شدن به تدریج کاهش می یابد  واکنش                                       

نهایی محلول به میزان واکنش و  لرظرت سروبسرتررا                                              pHحال   

 (.  9و     2بستگی دارد                

                                                     

                     

 

گروه از ارگانیسم ها  فتوسنتز کنرنرده هرایری                                           4به طور طبیعی              

،     Cمانند سیانوباکترها و جلبم ها دارای توانایی ترثربریرت                                                  

باکتری های احیا کننده سولفات، مس ول احیای چند مرحله ای                                                          

     i a  imi a  r                                        سولفات و ارگانیسم هایی موثر در چررخره )

نیتروژن دارای توانایی آمونیفیکیشن اسید های آمریرنره/احریرای                                                        

نیترات/هیدرولیز توانایی القای رسوب میکروبی کربنات کلسیرم                                                         

    MCP                            و ایجاد سیمانی  زیستی  ) i c m   a i              به  نروان )

  (.  9یم مح ول جانبی و مفید را دارند                                  

(     S  r   r           r    اسپوروسارسینا پاستوریی                        باکتری         

(، یکری          r                   باسیلو  پاستوریی                  با نام قدیمی،               

از مهمترین باکتری های تولید کننده آنزیم اوره آز و هیردولریرز                                                           

به دلیل پراکنرنردگری در                        باسیلو        کننده اوره است. گونه های                          

طبیعت و مقاومت نسبت به  وامل شیمیایی و فیزیکی، نسربرت                                                     

 (.    9به  شرایط محیطی سازگاری مناسبی دارند                                        

اولین گزارش در مورد نقش فعالیت مریرکرروبری در رسروب                                                

( و همکاران در                ck - i c  r   کلسیت توسط استاکس فیشر                          

 (.    2ارا ه شده است                   1666سال     

و سیمان زیستی میکروبی کاربرد های متنو ی در                                              MICPتکنیم       

مهندسی زمین شناسی دارد. به  نوان نمونه  می توان به افزایرش                                                           

مقاومت برشی خاک به منظور تقویت قدرت تحمل زیر ساخت،                                                    

پایداری شی ، تسهیل حفاری و تونل و همچنین بهبود خاک در                                                       

برابر نفو  آب به درون خاک در هنگام زلزله و کاهش نشرسرت                                                      

با این حال استفاده موفقیرت آمریرز از                                    زیر بنا  پی( اشاره نمود.                        

MICP                                                   در کاربردهای مهندسی نیازمند تعیین موثررترریرن مرواد

و همچنین بهینه سازی فراینرد                              MICPشیمیایی لازم برای اجرای                        

 (.    8و     9برای استفاده در زمینه هایی با شرایط مختلا می باشد                                                     

این پژوهش با هدف تعیین هویت باکتری های بومی القا کنرنرده                                                        

سیمان زیستی و موثر در استحکام زیستی خاک جردا شرده از                                                    

 مناطق کویری ایران انجام شد.                               

 
 مواد و رو  ها             

نمونه گیری و جداسازی باکتری ها:  به صورت مقطرعری،                                                 الا(      

آوری        خاک از نقا  مختلا کرویرری ایرران جرمرع                                     نمونه       282

گردید. نمونه ها در  روف استریل به آزمایشگاه منترقرل و در                                                        

مرولار        1محیط کشت اوره براث  شرکت مرک آلمان( حراوی                                          

اوره به منظور  نی سازی باکتری های تولید کننده آنزیم اوره آز                                                             

 درجه سلیسریرو  بره مردت                       22کشت داده شدند و در دمای                         

 (. سرپرس از مرحریرط                8سا ت گرمخانه گذاری گردیدند                                38

مولار اوره بره صرورت                     1 نی کننده به محیط اوره آگار حاوی                                  

 درجره        42سرا رت در دمرای                23خطی کشت و به مدت                  

سلیسیو  گرمخانه گذاری شدند. خال  سازی نهایی جدایه ها                                                        

 مرولار اوره انرجرام                 1در محیط کشت نوترینت آگار حراوی                               

 (.    6شد      

برای تعیین کیفیت و شرنراسرایری                                ب( سنجش فعالیت اوره آز:                       

آنزیم اوره آز از محیرط کشرت کرریسرتریرنرسرن اوره آگرار                                               

(C ri           r a Agar  a     A )             شرررکررت مرررک 

آلمان( استفاده شد. در مورد تمامی جدایه ها به صورت مسترمرر                                                         

به رنر  صرورتری در                    A ت ییر رن   محیط های شی  دار                             

درجه سلیسیو  مرورد ارزیرابری                             42و     42،   22،   22دمای های          

(. برای بررسی فعالیت آنزیم اوره آز از روش                                           12قرار گرفت             
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هدایت الکتریکی استفاده شد. برای این منظور، یم میلی لیتر از                                                            

میلی لیتر مرحرلرول اوره                        6( به       -  محیط براث باکتریایی                       

  2مولار افزوده شد. ثبت نهایی هدایت الکتریکی پس از                                                  1/11

درجه سلیسیو  بره وسریرلره                         22دقیقه گرماگذاری در دمای                         

جریان سنج الکتریکی انجام شد. فعالیت اوره آز بره واسرطره                                                      

سرنرجرش         m  miمیزان افزایش هدایت الکتریکی به صورت                                     

 (.  11گردید         

برای این منظور از محیط پایه                                  ( بررسی تولید کربنات کلسیم:                            

مولار کلرید کلسیرم و                      2/2گرم در لیتر   اره مخمر،                           2شامل      

گرم در لیرترر کرلرریرد                     9گرم بی کربنات سدیم و                        1/22اوره،       

  612میلی لیتر از باکتری تکثیر یافته  به مریرزان                                             12آمونیوم و           

سلول در هر میلی لیتر( استفاده شد. میزان تولید کربنات کلسیرم                                                            

،   22،   22و دمای          12و     pH  2/2   ،9   ،8/2در محیط مایع و گستره                      

اسپوروسارسریرنرا               درجه سلیسیو  با سویه استاندارد                                  42و     42

 به  نوان کنتررل برررسری گرردیرد.                              ATCC 11589پاسترویی        

 مورد ارزیابی قررار                     XRDسپس رسوب حاصل توسط دستگاه                           

 (.  6گرفت        

برا اسرترفراده از                 در محیط کشت باکتری:                          د( محاسبه           

نمودار استاندارد، مقدار آزمون نمونه براکرترریرایری، تروسرط                                                     

به دست آمد که با بافر آمونیاک قلیایی شد.                                            DTA تیتراسیون با              

 نقطه پایانی با استفاده از ت ییر رن  شناساگر اریو کروم بلم تی                                                              

      T   ri c r m    ack T                            از صورتی مایل به قررمرز بره )

رن  آبی فلزی ارزیابی شد. تایید ح ور رسروب کرربرنرات                                                 

( و     12کلسیم در محیط توسط اسپکتروسکوپی لیزری رامران                                               

آزمون بیوشیمیایی کلسیم انجام شد. سپس با تهیه رقت متوالری                                                         

 (.  14منحنی رشد ترسیم گردید                         

 از آزمون های مرترداول مرانرنرد                           د( تعیین هویت بیوشیمیایی:                           

رن  آمیزی گرم، کاتالاز، اکسیداز، اندول، حرکت، هیردرولریرز                                                       

 نشاسته، هیدرولیز کاز ین، م رف سیرتررات و آزمرون هرای                                                  

تخمیر قندها مطابق جداول کتاب سیستماتیم برگی به منرظرور                                                      

 (.  11تعیین هویت بیوشیمیایی جدایه استفاده شد                                          

برای این منظور کشرت جردایره هرای                                ه( شناسایی مولکولی:                   

در محیط لوریل برتانی براث  شارلو، اسپرانریرا( بره                                                   باکتری ها         

درجه سلیسیرو  انرجرام شرد.                          42سا ت در دمای                23مدت     

   D Pبا استفاده از کیت اسرترخررا                                D Aسپس استخرا              

  D به روش          D Aهای        سیناکلون، ایران(، انجام شد و  لظت                                  

   rga i a i  a        pm    )        گیری شد.          اندازه   

 براکرترری و دسرتریرابری                    16S r NAبه منظور تکثیرر ژن                   

 از      جررفررت بررازی          669برره طررول تررقررریرربرری               

    - CCA CA CC C  TAATAC- 5   1  پرایمر های            

    -R 5 -ATC   (C T)TACCTT TTAC ACTTC  و   

  16S r NAژن      249تا      218نوکل وتیدهای                ترتی  مربو  به                به  

واکرنرش           .   (   13    استفاده گردید                   1361تا      1214و نوکل وتیدهای                

PCR                میکررولریرترر آب                42میکرولیتر شامل                  22با حجم نهایی

میکرولیتر از هر پرایمر   لظت                                X1       2میکرولیتر بافر                  2مقطر،       

مریرلری        12  لظت          TP Mi  میکرولیتر             1میکرومول(،              12

میکرولیترر             12میلی مولار(،               MgC         22 میکرولیتر             1/2مولار(،        

D A          میکرولیتر آنرزیرم                   2/2الگو وTa  D A P   m ra    

در      PCRواحد( انجام گردید. در ادامره واکرنرش                                     2  لظت       

دقریرقره         12( با شرایط دمایی                  A I    Aدستگاه ترموسایکلر                     

درجه سلیرسریرو  و در                     63واسرشت شدن ابتدایی در دمای                            

درجره        63چرخه شامل واسرشت شدن در دمرای                                42ادامه       

درجره        28ثانیه، ات رال در دمرای                        22سلیسیو  به مدت                

درجره        92ثانیه، گستر  در دمرای                        22سلیسیو  به مدت                

سلیسیو  به مدت  یم دقیقه و در نهایت گسترش نهایری در                                                    

دقریرقره انرجرام شرد.                   12درجه سلیسیو  به مدت                       92دمای      

درصد واجد اتریردیروم                     1/2به ژل آگاروز                PCRمح ولات به             

پس از         PCRبروماید منتقل و الکتروفورز گردیدند. مح ولات                                            

خال  ساز  از ژل توسط شرکت بیونیر کره جنوبری تروالری                                                  

یابی شد. توالی های مورد نظر بلاست و با ثربرت در سرایرت                                                   

 C I                               .کد رهگیری ثبت دریافت گردید 

 به منظور تحلیل داده ها از نسرخره                                  ها:     ز( تجزیه و تحلیل داده                     

و دقریرق            و آزمون های آماری مربع کای                            S SS    بیستم نرم افزار               

قرار داده شد. همچنین                       p 2/22استفاده شد. مرز معنی داری در                              

به منرررظرور              ig    r-  i i g  و روش       6     از نرم افزار              

 تررسیرم درخررت فیرلوژنتیکری استفرراده شرررررد.                                              
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 یا ته ها        

براکرترری          423از مجمو  نمونه های خاک مورد بررسی، تعداد                                          

 ( باکتری مربرو                  32/14        122اوره آز مثبت جداسازی گردید.                             

 ( براکرترری از جرنرس                  29/42        84،   براسریرلرو        به جنس        

   49،   پروت رو         ( باکتری از جنس                  19/32        22،   اسپوروسارسینا             

 ( باکرترری از              4/62        12و     کلبسیلا       ( باکتری از جنس                  12/19    

بودند. شرایط بهینه فعالیت آنزیم اوره آز و تولید                                                 اشریشیا         جنس     

و     42،   22،   22و دمای          12و     pH     2/2   ،9   ،8/2کربنات کلسیم در               

اسپوروسارسینا               درجه سلیسیو  جدایه ها با سویه استاندارد                                           42
به  نوان کنترل مورد ارزیابری قررار                                      ATCC 11589پاسترویی          

گرفت. بهترین شرایط فعالیت آنزیم اوره آز و بیشترین تررشر                                                         

درجه سلیسیو  مشرخر                      22و دمای          pH    8/2کربنات کلسیم              

گردید. با ارزیابی قدرت تجزیه اوره جدایه ها مشخ  گرردیرد                                                       

قروی ترریرن            اسپورسارسینا              شناسایی شده               جنس     2که در بین           

قدرت تجزیه کنندگی را دارد. همچنین اختلاف معنی داری بین                                                       

جنس دیگر در تجزیه اوره و                            2نسبت به           اسپورسارسینا،               جنس   

کمرترریرن          کلبسیلا      فعالیت آنزیم اوره آز وجود داشت. اما جنس                                         

میزان فعالیت آنزیم اوره آز نسبت به سایر جدایه ها را داشرت                                                          

ارزیابی ترش  کربنات کلسیم جدایه ها در شررایرط                                              (.    1 نمودار         

  بهینه نشان داد که میزان ترش  کربرنرات کرلرسریرم براکرترری                                                
،   پرروتر رو        اختلاف معنی داری با جنس هرای                              اسپورسارسینا            

در ترش  کربنات                  باسیلو        دارد. اما با جنس                    اشریشیا       و     کلبسیلا      

 (.  2کلسیم اختلاف معنی داری مشاهده نشد  نمودار                                          

جدایه که بریرشرترریرن                    12از بین جدایه های تجزیه کننده اوره                                   

میزان تولید آنزیم اوره آز و ترش  کربنات کلسیم داشتند، تعییرن                                                             

هویت مولکولی شدند. سپس توالی های مورد نظر در برانرم                                                   

به وسیله ی نرم افزار بلاست نوکل وتیرد هرم                                          C I اطلا ات        

 (.    4( و  پس از تایید ثبت ژن شدند  نمودار                                      1تراز  جدول            

 تولید کربنات کلسیم از کلرید کلسیم در مرحریرط مرایرع در                                                   

و سرویره           T8  89     اسپوروسارسینا پاسترویری                        جدایه های         

که هرر دو              ATCC 11589    اسپوروسارسینا پاسترویی                      استاندارد           

  XRDحداکثر توانایی ترش  آنزیم اوره آز داشتند، برا آزمرون                                                    

  مورد ارزیابی قرار گرفت. تولید کربنات کلرسریرم در جردایره                                                   

 سرا رت        23پرس از         T8  89  اسپوروسارسینا پاسترویری                      

 میلی گرم در میلی لیتر و میزان باقی مانده کلرید کرلرسریرم                                                        22

 میلی گرم در مریرلری لریرترر مرحریرط                              12سا ت        23پس از       

 (.  3کشت مایع بود  نمودار                      

 ATCC    اسپوروسارسینرا پراسرتررویری                        اما در سویه استاندارد                       

میلی گررم            42سا ت        23، تولید کربنات کلسیم پس از                            11589

 سرا رت      23در میلی لیتر و در کلرید کلسیم باقی مانده پس از                                                

 شماره دسترسی )ثبت ژن( نام باکتری ردیف

7          f r      r     T8  9 1 

2                   r     T8  9   

4           r m      T8  9   

3 S  r   r           r    T8  89  

1           r m      T8  895 

0  h r  v        mb       T8  897 

1                  T8  89  

8 V r  b          m         T8  898 

3 E  h r  h   f r         T8  899 

76 E  h r  h   f r         T8  9   

باکتری های تعیین هویت شده مولکولی دارای آنزیم اوره آز قوی و :  1جدول 

 تولیدکننده کربنات کلسیم.

 جدایه ها. مقایسه میانگین قدرت آنزیم اوره آز: 1نمودار 

مقایسه متوسط تولید کربنات کلسیم در جدایه ها.: 2نمودار   
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میلی گرم در میلری لیتررر محیرط کشرت مایرع مشراهررررده                                                      2

 (.  2گردید  نمودار               

 

 بح      

نمونه خاک های کویری از سراسر ایرران                                      282در تحقیق حا ر               

 جمع آوری شد. پس از کشت بررروی مرحریرط اوره برراث                                             

باکتری های تجزیه کننده اوره برروی محیط جامد اوره آگرار                                                       

جداسازی و به منظور نگهداری برروی محیط نوترینرت آگرار                                                    

درصد اوره نگهداری گردیدند. میزان فعالیت آنرزیرم                                                 1حاوی      

اوره آز نیز مورد بررسی قرار گرفت و باکتری ها از لحا  تولید                                                            

کربنات کلسیم در محیط مایع بررسی شدند. بیشترین فعرالریرت                                                      

و کمترریرن            اسپوروسارسینا             آنزیم اوره آز در باکتری های جنس                                 

 
 لید کربنات کلسیم در مرحریرط مرایرع جردایرهتو  XRDآزمون :  3نمودار  

    T8  89   اسپوروسارسینا پاسترویی                      

هرزار.  rap       ری   و ig    r-  i i g  درخت فیلوژنتیکی و درصد تشابه باکتری های فعال در تولید سیمان زیستی، با استفاده از نرم افزار  : 4نمودار 

 به  نوان گروه خارجی در نظر گرفته شده است.سودومونا  باکتری 

اسپوروسارسینا پراسرتررویری در محیط مایع باکتری   XRDآزمون :  2نمودار 
ATCC 11589  
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مشاهده گردید. همچنین بیرشرترریرن                                کلبسیلا      فعالیت در جنس               

  باسیلو          و اسپوروسارسینا               میزان تولید کربنات کلسیم در جنس                                 

مشاهده گردید. در  من ارتبا  معنی داری بین فعالیت آنرزیرم                                                        

 اوره آز و تولید کربنات کلسیم مشاهده گردید.                                            

در این پژوهش از کلرید کلسیم به  نوان منبع کلرسریرم بررای                                                      

تولید کربنات کلسیم استفاده شد. در تحقیق حرا رر تررشر                                                    

کربنات کلسیم در محیط مایع انجام گرفت. بررای پررورش و                                                    

  1گرم در لیتر   اره مخمر،                           22تکثیر باکتری از محیط حاوی                           

( و همرکراران             C  iمولار اوره و کلسیم طبق آزمایشات چوی                                      

 (.    19استفاده شد                2219در سال        

بررای سرنرجرش             2229( و همکاران در سال                     i  i  وایفین          

گرم در لیتر   راره                     2تولید کربنات کلسیم از محیط پایه شامل                                      

گرم بی کربرنرات                 1/22مولار کلرید کلسیم و اوره ،                             2/2مخمر،       

میلی لیتر از باکترری                       12گرم در لیتر کلرید آمونیوم و                               9سدیم و        

 سلول در هر میلی لیتر استفاده کرردنرد                                      612تکثیر یافته به تعداد                      

 (. در این پژوهش میزان تولید کربنات کلسیم در محیط مایع                                                       12    

اندازه گیری شد. نتایج نشان داد که بیشترین میرزان کرربرنرات                                                        

و دمرای          pH    8/2میلی گرم در میلی لیتر( در شرایط                                   23کلسیم         

درجه سلیسیو   تولید می گردد. میزان ترشر  کرربرنرات                                                  22

میلی گرم در هر میلی لیتر                            42کلسیم در سویه استاندارد برابر با                                  

 محیط مایع در شرایط بهینه مشاهده گردید.                                        

و وان         2228( و همکاران در سرال                    A -T a a iالطاوادی            

برا ارزیرابری                2226( و همکاران در سال                        a  Paa پاسین         

میلی گرم کلسیت                  142توانستند             CaC  وامل موثر بر رسوب                    

مولار محلول سیمان زیسرتری                          2/2را در هر گرم شن  در لظت                         

تولید کنند. پژوهشگران یاد شده ثابت کردند تولیرد کرربرنرات                                                       

کلسیم در  لظت های بالاتر اوره و کلرید کلسیرم اثرر مرهرار                                                     

کنندگی بر فعالیت اوره آز دارد و بطور چشمگیری از ترولریرد                                                       

 (.    6و     9    کربنات کلسیم جلوگیری می شود                           

تحقیقات بسیار کمی در مورد جداسازی باکتری های ترجرزیره                                                    

کننده اوره صورت گرفته است. هدف اصلی ما در این پژوهش،                                                      

پایش سویه های بومی مناطق مختلا کشور به منظرور دسرت                                                  

یابی به هدف کاربردی استفاده از آن ها به ویژه به منظور تثبیت                                                             

شن های روان و کنترل ریزگرد ها در پژوهش های تکرمریرلری                                                   

، برا      2228( و همکاران در سرال                    A -T a a iبود. الطاوادی                 

روش مشابه  پژوهش  حا ر پایش باکتری های دارای فعالیرت                                                     

اوره آز بالا را انجام دادند. محققین یاد شده موفق به جداسرازی                                                            

از خاک محلی شدند که  آنرزیرم                              MCP1و   MCP11دو سویه         

های اوره آز  بسیار قوی داشتند. اگرچه در سایر پژوهش ها نیز                                                           

اسپوروسرارسریرنرا               ترش  کلسیت به واسطه تولید آنزیم اوره آز                                         
نیز گزارش شده است، اما با توجه به ترش  مرقرادیرر                                                 پاستوریی        

قابل توجه کربنات کلسیم در جدایه هرای انرترخرابری مرورد                                                  

پژوهش، امکان بهینه سازی تولید در شررایرط کرنرتررل شرده                                                  

آزمایشگاهی و با خوگیری امکان تولید صنعتی  شان حتری در                                                      

 (.    6شرایط  یر استریل وجود دارد                              

  باسیرلرو        متعلق به گروه                  MCP11در پژوهش یاد شده، سویه                      

دارد. در            اسپوروسارسینا پراسرتروریری                        بود که قرابت زیادی به                     

بیشترین فعرالریرت                  اسپوروسارسینا               تحقیق حا ر نیز جنس های                      

سرویره        12آنزیم اوره آز را داشتند. همچنین در پژوهش حا ر                                               

برتر در تولید آنزیم اوره آز و ترش  کربنات کلسیم ژن تعیریرن                                                          

 توالی و در بانم ژن به ثبت رسیدند.                                 

 و الرطراوادی              2229و همکاران در سرال                      (    i  i  وایفین           

    A -T a a i                    به منظور به منرظرور                     2228( و همکاران در سال ،

دارای           اسپوروسارسینا پاستوریی                      تولید سیمان زیستی از باکتری                             

فعالیت اوره آز بالا و مقاومت زیاد استفاده نمودند. محققین یراد                                                             

شده پیشنهاد نمودند که یکی از دلایل  مده استحکام خاک در                                                       

    اسپوروسارسینا پاستروریری                      برخی از مناطق دنیا می تواند وجود                                  

 (.    12و     6باشد        

( و همکراران در                    a  Paa وان پاسین             همچنین تحقیقات                

( و همرکراران در سرال                    A -T a a iو الطاوادی                2226سال     

نشان داده شد که یون سدیم در تشکیل کربنات کلسیم و                                                    2228

نو  پایدار کلسیت اثر دارد. نتایج ما نیز در تحقیق حا ر نشران                                                            

داد که وجود بی کربنات سدیم می تواند شرایط لازم به منظرور                                                        

تشکیل کلسیت را فراهم سازد. از این رو می توان فر  کررد                                                      

که کربنات کلسیم در صورتی تشکیل می شود که یرون هرای                                                  

سدیم و کلسیم موجود باشند. به نظر می رسد که این فرایند ترا                                                          
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زمان فراهم سازی کلرید کلسیم به میزان کافی ادامره خرواهرد                                                       

یافت. با این حال   رورت انجام مطالعات تکمیلی بیشترر بره                                                       

 . ( 6و     9منظور بررسی اثرات کامل این فرایند وجود دارد                                               

    ، اسرترفراده از            2229( و همکاران در سرال                     i  i  وایفین          

نیترات کلسیم را به دلیل احتمال احیای آن توسط باکتری ها و                                                            

(. برا ایرن           12فراهم سازی یون های کلسیم را پیشنهاد نمودند                                              

وجود در  لظت های زیاد این ترکی  امکان مهار فعالیت اوره                                                        

آز وجود دارد. این مساله در پژوهش های وایفین و هرمرکراران                                                       

نیز تایید شده است. به این ترتی  تحرقریرقرات                                               2222در سال        

بیشتری به منظور بررسی اثرات آن در  لظت های پرایریرن در                                                     

     (.  1  شرایط سمنتاسیون وایجاد سیمان زیستی مورد نیاز است                                                  

در تحقیق حا ر اثر یون نیکل برروی آنزیم اوره آز سنرجریرده                                                       

 و الطراوادی              2229( و همکاران در سال                     i  i  نشد. وایفین               

    A -T a a i                    نشران داده انرد،                    2228( و همکاران در سال

از کلرید نیکل با   افزایش فعرالریرت                                      میکرو مولار            12افزودن        

برابر می شود. یکی از مهمترین مواد مورد استفراده                                                  4اوره آز تا            

 بود. ایرن تررکریر                   C   Hدر محیط کشت در این پژوهش،                           

می تواند به  نوان سوبسترای اصلی برای ایجاد پروت ین مرورد                                                         

استفاده قرار گیرد. همچنین باکتری ها برای رشدشان بره یرون                                                        

( به  نوان کاتالریرزور بره                          CaC ( و کلسیم              iC          های نیکل        

منظور بهبود در فعالیت اوره آز و اکسیژن به دلیرل طربریرعرت                                                      

هوازی نیاز دارند. از طرفی  رورت انجام مطالعات بیشتر برای                                                          

تعیین تاثر دما بر روی رشد باکتری ها و ح رور هرر گرونره                                                    

 (.    12و     6  کاتالیزور ا افی وجود دارد                           

( و هرمرکراران در سرال                    a ma a در تحقیقاتی که لاگزامانا                           

و دما و میزان اوره و کلرید انجام دادنرد،                                           pHبر روی اثر              2212

نشان دادند که نو  و اندازه کریستال های تشکیل شده بسترگری                                                        

 ، سطو  اشبا  شدگی و مواد موجرود دیرگرر دارد                                          pHبه دما،         

درجه سلیسیرو  ادامره                      92(. تولید آنزیم اوره آز تا دمای                                19    

درجه سلیسیو  می تروانرد                         92پیدا می کند اما دمای بالاتر از                               

با   تخری  سلول ها و دمای پایین موج  مهار کامل فعالیت                                                       

(. در این صورت نقطه دخالت بررای کرنرتررل                                      6اوره آز شود               

کریستال های تولید شده هریم از سطو  اشبا  شدگی سیسترم                                                     

از طریق کنترل سر ت هیدرولیز اوره و ح ور مواد مرعردنری                                                    

دیگر در محلول است که سب  ترجی  نو ی از رسوب نسربرت                                                  

به نو  دیگر  می شود. اما مطالعات بیشتری برای  بررسری اثرر                                                         

ح ور این مواد معدنی بر فرآیند سمنتاسیون و  لرظرت هرای                                                    

(. استفاده از سیمان زیستری بررای                                6مورد نیاز باید انجام شود                            

بهبود و عیت خاک و تثبیت شن های روان به دلیل سبز برودن                                                      

 (.      19تکنیم از اولویت های تحقیقاتی می باشد                                        

 نتیجه گیری          

فعالیت آنزیم اوره آز  امل اصلی در کنترل تولید سیمان زیستی                                                           

است.   بدین صورت که بطور مستقیم برا کرنرتررل سرر رت                                               

هیدرولیز اوره  لظت تولید کربنات کلسیم را کنترل می نمرایرد.                                                          

در نتیجه انوا  کریستال های رسوب شده را تحت تاثیر قرار می                                                          

دهد. استفاده از سویه های بومی در محیط طبیعری بره دلریرل                                                     

سازگاری سویه ها با شرایط محیطی می تواند تولیرد سریرمران                                                     

زیستی را افزایش دهد. از این رو  امکان استفاده از سریرمران                                                        

زیستی به منظور تثبیت شن های روان و به  نوان جرایرگرزیرن                                                     

مناس  روش های سنتی تثبیت شن و ریز گرد ها مانند مرالر                                                      

پاشی وجود دارد.  با توجه به مشکلات زیست محیرطری ریرز                                                  

گردها در ایران، ارزیابی پتانسیل کاربردی باکتری تولید کرنرنرده                                                            

سیمان زیستی به منظور تثبیت شن های روان و تررمریرم آثرار                                                     

 باستانی پیشنهاد می گردد.                          

 ت کر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد جرهررم و                                                       

شرکت دانش بنیان زیست فناوری یاخته صبا آرنرا بره دلریرل                                                    

 حمایت های مادی و اجرایی کمررال امتنران را دارنرد.                                                   
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Abstract 

Background & Objectives: Microbially induced carbonate precipitation (MICP) is one of the  

proposed methods for soil stabilization and strengthening. The aim of this study was to isolate and 

characterize biocement-producing ureolytic bacteria from arid soils. 

Materials & Methods: In this cross-sectional descriptive study, 280 soil samples were collected 

from different areas of Iran. Samples were cultured using urea broth medium. Urease-positive 

bacteria were assessed for the level of urease activity. Identification of active strains was  

performed based on conventional biochemical tests and 16S rRNA gene sequencing. Optimum 

temperature and pH conditions for biocement production were evaluated in urease-positive  

bacteria and was compared with sporosaicina pasteurii (ATCC 11589) strain. Finally, calcium  

carbonate crystals were assessed byX-ray diffraction (XRD) crystallography test at the  

temperature of 25 °C and pH of 8.5 as optimal conditions. 

Results: 304 strains were isolated from 5 different bacterial genera. Bacillus and Sporosarcina 

were the major ureolytic isolates of arid regions. The most amount of calcium carbonate was  

produced at the temperature of 25 °C and a pH of 8.5. Ten most effective isolates in the  

production of urease enzymes and biocement were identified by molecular analysis and  

subsequently registered in NCBI Genbank. In addition, biocement production by selected isolates 

was confirmed by XRD test. 

Conclusion: Our results showed that the amount of urea and calcium chloride plays an important 

role in calcium carbonate crystals production. S. pasteurii was one of the most important  

biocement-producing bacteria. Therefore, optimization of growth conditions in higher scale is  

recommended for further applications in stabilizing the sand, ground strength and bridging. 
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