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  هاز و مطالعه توليد نانوكريستال آنآمولد اوره دوستنمكهاي باكتريجداسازي  
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هاي كلسيت توليد كنند. رسوب كلسيت طي فعاليت ميكروبي در حضور اوره و كلسيم نانوكريستال آزاورهتوانند با توليد مي آزاوره آنزيم مولد هايباكتري .يدهچك 

 رسوبمنظور  بهز آاوره مولد دوستنمك هايكتريبا جداسازي بررسي اين از هدف. شوددر طبيعت ميفرايندي است كه موجب سيماني شدن ذرات خاك 
حاوي نمك  TSBهاي اين منظور انتخاب شدند. ابتدا با استفاده از محيط برايشور  يهااعم از خاك و آب يعيطب هاينمونه. بود شور هايخاك در كلسيت
با  زآاورهمولد هاي جدايهجداسازي شدند.  آزورههاي مولد اباكتريو فنل رد  حاوي اوره اختصاصي هاياستفاده از محيطسپس با هاي نمك دوست و باكتري

 طيكه هاله بيشتري داشتند  منتخب هايباكتريسپس شدند. ها ميرنگ اطراف كلنيصورتي  هالهقليايي شدن محيط كشت و تشكيل  موجبآزادسازي آمونيوم 
محيط روز بر روي  ١٠ها با كشت به مدت جدايهتوليد نانوكريستال يا عدم توانايي توانايي . قرار گرفتند تحت بررسيبه روش نسلر  آمونيوم آزادسازيسنجش 

 .بودند زآاوره مولد جدايه ٥٨ يانم يناز ا شد كه ينمك دوست جداساز يهجدا ١١٠ مجموعا. قرار گرفت بررسي تحت متفاوت هاينمكدرصد  رسوبي حاوي
 وانتخاب  يشترمنظور مطالعات ب به ٦ جدايه. هستند يستالكر يدقادر به تول رسوبي هايمحيط روي بر يهجدا ٦تنها  كه داد نشان هايكلن يكروسكوپيمطالعات م
 فعاليت مطالعاتقرار گرفت.  بررسي تحت  EDX به مجهز) SEM( روبشي الكتروني يكروسكوپم و XRDتوسط  هاييتحليل يط آن هايكريستال خصوصيات

 هايتست طي باكتري اين. استساعت  ١٨ از بعد آمونيوم مولارميلي ٨٦/٢٠ يزانبه م آمونيوم آزادسازي قدرت داراي يهجدا ينكه ا داد نشان زيآاوره
 NCBI يدر بانك ژنوم ونشان داد  كوس زايلوسوسكواستافيلو با درصدي ٩٢/٩٩ تشابه آن 16S rRNA يتوال مقايسهشد و  ييشناسا يو مولكول يوشيمياييب
 كلسيتتوليد به قادر درصد  ١٠نمك  با يحت يطمح فاقد نمك و يطدر مح باكتري اينمطالعه نشان داد كه  ينا .دش ثبت MG655155 يشماره دسترس با

 آزاوره مولد نمك به متحمل هايباكتري از استفاده رو ينو از هم انجام شده است يستيپاك و ز هاييمانس يددر جهت تول ياديز يهاامروزه تلاش .است
  . استشور  هايمحيط در زيستي سازي سيمان منظور به مناسبي كانديداهاي

  
   ، ميكروسكوپ الكتروني روبشينانوكريستالكلسيت،  يستي،ز يمانسپراش اشعه ايكس،  .يديكل هايواژه
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Abstract. Urease-producing bacteria can precipitate calcite nano-crystals by producing urease in the presence of urea and 
calcium. Calcite precipitation resulting from microbial activity is a process which causes cementation of soil particles in 
nature. The purpose of this study was to isolate urease-producing halophilic bacteria in order to precipitate calcite in saline 
soil. Natural samples, including soil and saline waters, were selected for this purpose. At First, halophilic bacteria were 
isolated by salt-containing TSB medium. Then, a selective medium containing phenol red and urea facilitated the 
isolation of urease-producing bacteria. Hydrolysis of urea by urease causes alkalization of the medium and the formation 
of pink halo around colonies. Finally, the best isolate was selected for further study by measuring the release of ammonium 
by the Nessler method. The ability or inability of isolates to produce calcite was investigated by culturing the isolates on 
sedimentary medium with different salt concentrations for 10 days. In total, 110 halophilic isolates were isolated, among 
which 58 isolates had the ability of urease production. The microscopic studies of colonies showed that only 6 isolates were able 
to produce crystals on precipitation medium. Isolate 6 was selected for further study and then analyzed by X-ray diffraction 
crystals on precipitation medium. Isolate 6 was selected for further study and then analyzed by X-ray diffraction (XRD) 
 
Received 18.02.2018/ Revised 11.06.2019/ Accepted 16.06.2019/ Published 04.04.2020  ٦١/١٠/٩٣٩١انتشار /٢٦/٣٠/٨١٣٩پذيرش  /١٢/٠٣/٨١٣٩اصلاح  /٢٩/١٠/١٣٩٦دريافت 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
7.

1.
37

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.1

.4
.6

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 c

4i
20

16
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                               1 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.7.1.37
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.1.4.6
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-3071-fa.html


               Haddadi and Ghezelbash. Isolation of halophilic urease producing bacteriaآزدوست مولد اورههاي نمكجداسازي باكتري حدادي و قزلباش.
 

38 ٣٨/  

 

and scanning electron microscope (SEM) equipped with an energy dispersive X-ray (EDX) detector. Studies of urease 
activity showed that this strain released 20.86 mM ammonium after 18 hours. This bacterium was identified by 
biochemical and molecular analyses and the comparison of its 16S rRNA gene sequence showed 99.92% similarity with 
the similar gene sequence in Staphylococcus xylosus and then this sequence was submitted in NCBI database with the 
accession number MG655155. This isolate was able to produce calcite in free salt medium, with salinity up to 10%. 
Nowadays, many efforts have been made to produce environmental-friendly cements, and therefore, the use of urease-
producing halophilic bacteria is an appropriate candidate for bio-cementing in saline environments. 
  ray diffraction-, Xcanning electron microscopes , nanocrystal calcite,cement, iob eywords.K   

  مقدمه   
ها بسياري از واكنش براي هايوكاتاليستب ينتربالقوه هايمآنز   

ها بسيار در اين سال هاآنهستند و استفاده بيوتكنولوژيكي 
يك آنزيم حاوي نيكل در گياهان،  زآاورهافزايش يافته است. 

كه موجب  استها ها و تعدادي از ميكروارگانيسممهرهبرخي بي
 Mobley( شودهيدروليز اوره به آمونياك و دي اكسيد كربن مي

et al., 2001; Dhami et al., 2016( .كربنات  ميكروبي رسوب
زي آاورهي است كه بر اساس فعاليت اپديده )MICP(كلسيم 

و سازي زيستي سيمان برايتوانند مي و بوده هاميكروارگانيسم
 سازي خاك در مهندسي ژئوتكنيك استفاده شوندمحكم

)Stabnikov et al., 2013( . در ساختمان ي كهسيمانتوليد -
طور در مهندسي سازي بناهاي ساختماني و همينسازي و مقاوم

بر است و از انرژي فرايندي ،شودمحيطي و شهرسازي استفاده مي
توليد . شودمحسوب مينامطلوب  يك فرايندنظر زيست محيطي 

علاوه ه بمصرف انرژي  درصد ٥نياز به  از جداجهاني سيمان 
در طبيعت  2CO درصد١٥موجب انتشار حدود  آنتوليد 

هاي زيادي در جهت . از همين روست كه امروزه تلاششودمي
هاي پاك و زيستي انجام شده است. توليد نانو توليد سيمان

ز آاورههاي مولد باكتريزي آاورهكلسيت ميكروبي طي فعاليت 
كريستال توليد هاي زيستي است.يكي از اين سيمان سازي

 توسط MICPفرايند  طي سطوح ذرات خاكروي  بر كلسيت
موجب هاي كلسيم در حضور اوره و يونز آاوره مولدهاي باكتري

-ميهم ها بهچسبيدن آنتشكيل كلسيت بر روي ذرات خاك و 
. )Stabnikov et al., 2013; Arias et al., 2015( شود

دولوميت مانند كلسيت و  كلسيم كربنات هاي مختلفكريستال
 برايها به عنوان عواملي مهم باكتري وجود دارند كهطبيعت  در

ترين آن توليد و رسوب اين مواد معدني مطرح هستند. معروف
زي آاورههاي تجزيه كننده اوره هستند كه طي فعاليت باكتري

كنند. خود اوره را به دي اكسيد كربن و آمونياك هيدروليز مي
ه و موجب توليد آمونيوم و يون آمونياك با آب واكنش داد

هاي هيدروكسيد با دي اكسيد كربن شوند. يونهيدروكسيد مي
. كربنيك شوندواكنش داده و موجب توليد كربنيك اسيد مي

هاي اسيد حاضر با كلسيم واكنش داده و موجب توليد كريستال

. جدا از نقش اين آنزيم در توليد اين شوندكربنات كلسيم مي
توان از اين آنزيم در حذف فلزات از آب دريا نيز ها، ميكريستال

  . )Arias et al., 2015( استفاده كرد
رشد به  برايهايي هستند كه هاي نمك دوست باكتريباكتري   

- نمكدرصد،  ٢-٣به  دوستنمككلريد سديم نياز دارند. كمي 
هاي شديدا نمك درصد، باكتري ٥-١٠معتدل به هاي دوست

 ١٠هايي هستند كه به منظور بهترين رشد به بيش از دوست آن
 نيز دوستنمكهاي غير درصد كلريد سديم نياز دارند. باكتري

ياز درصد كلريد سديم ن ٠-٢رشد به  برايهايي هستند كه كه آن
-مي هالوفيل اين است كهز آاورههاي مولد دارند. اهميت باكتري
هاي طبيعي ها در محيطهاي آنها و آنزيمتوان از اين باكتري

ن از جمله سيماني كرد حاوي نمك به هر منظور بيوتكنولوژيكي
هاي مولد باكتري . )Oren, 2002( استفاده كردهاي شور خاك
روند كار ميبههاي شور خاكسازي زيستي ي سيماناكه برز آاوره

بايد در محيط ژئوتكنيكي با غلظت بالاي نمك فعال باشند. 
ه بمتحمل ، دوستنمك) UPB( زآاورههاي مولد ن باكتريبرايبنا

ي شدن سيمان به منظور انتخاب ارجح ستيباي قليادوستو  نمك
زي ي سيمان سااميكروبي برز آاورهباشند.  هااين محيط زيستي

pH ) و2CaCl(مثل  زيستي بايد در غلظت بالاي نمك معدني
 يمولد كلسيت ميكروب سويه ترينرايجفعال باشد.  ٥/٨بالاي 
 Sporosarcina pasteuriiو آلكالوفيل  متحمل به نمك سويه

 است استفاده شده MICPاست كه در مطالعات زيادي از 
)Stabnikov et al., 2013(.  

كربنات ساز در رسوب هاي هستهها به عنوان جايگاهباكتري   
 روي منفي بار با يهاگروه حضور دليل گذارند. بهكلسيم اثر مي

 مثبت بار با فلزي هاييون خنثي، pH در باكتري، سلولي ديواره
هاي فلزي اتصال يون .شوند متصل هاباكتري حسط به توانندمي

ي مثل كربنات يهاواكنش با آنيون متعاقب آن(مثل كلسيم) و 
 De( آيدميبه وجود انجام شده و نمك نامحلول كلسيم كربنات 

Muynck et al., 2010(. كه سويه نمك نشان داد مطالعات-
جداسازي شده از سواحل  Deleya halophilaدوست معتدل 

داراي هاي رشدي و نيازهاي نمكي ويژگي رمديترانه علاوه ب
 Rivadeneyra et( است كلسيت رسوب در خوبي بسيار توانايي

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
7.

1.
37

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.1

.4
.6

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 c

4i
20

16
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                               2 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.7.1.37
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.1.4.6
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-3071-fa.html


                                                                 Nova Biologica Reperta 7(1): 37-45 (2020)) ١٣٩٩( ٣٧-٤٥: ١، شماره ٧هاي نوين در علوم زيستي، جلد يافته
 

39 ٣٩/  

 

al., 1996( .گزارش  دوستنمكهاي چندين جنس از باكتري
كه  دهندها را رسوب ميهاي دريايي كربناتزيستگاهشده كه در 

 ،Halomonas ،Deleya  ،Flavobacteriumتوان مي
iaActinobacter و Salinivibrio ها . اين باكتريرا نام برد

- آنهاي اسمزي را دارند كه از غلظت يتوان رشد در طيف وسيع
روي رسوب  هاي مختلف نمكيثير غلظتارا جهت مطالعه ت ها

از اين هدف  .)Bansal et al., 2016( سازدكربنات مناسب مي
كه است آز اورهمولد هاي نمك دوست جداسازي باكتريبررسي 

قادر به توليد كلسيت و با تحمل در شرايط نامساعد محيطي 
  .هستندها متعاقبا سيماني شدن اين محيط

  
  هامواد و روش   

  دوستهاي نمكجداسازي باكتري
ليتر از (خوزستان، كيش) يا پنج ميلي گرم از نمونه خاك پنج   

سي سرم سي ٤٥را در نمونه آب (كيش، آب قنات اصفهان) 
 و بعد از شدمدت چند ساعت شيك بهفيزيولوژي استريل 

و لوريا  TSB محيطروي شدن خاك از محلول رويي رسوب
كشت نمك هاي مختلف و حاوي درصداضافي نمك فاقد برتوني 

درجه  ٣٠ساعت در انكوباتور  ٢٤-٤٨مدت ها بهپليت شد.داده 
 ,.Carpa et al., 2014; Vahed et al( گذاري شدندگرما

2011(   
  زآاورههاي مولد جداسازي باكتري

هاي جداشده در مرحله قبل در اين مرحله به منظور باكتري   
از  يكهر منظور  اين يبراقرار گرفتند.  بررسي تحت آزاورهتوليد 

 يطمح يخالص شده در مرحله قبل را بر رو هاييهجدا
، سديم كلريد درصد ٠-٢٠، TSB درصد ٣ يحاو ياختصاص
 كلريددرصد ٠٠٢٤/٠، آبه هفت منگنز سولفات درصد ٠٠١٢/٠

 درصد ٥/١،  اوره درصد٢،  رد فنل درصد ٠٠١/٠، شش آبه لنيك
 يدكنندهتول هاييهكشت داده شد. جدا )=٨/٦pH-٣/٧( آگار
با آزادسازي آمونيوم ناشي از هيدروليز اوره باعث قليايي ز آاوره

 Stabnikov( شوندشدن محيط كشت و تشكيل رنگ صورتي مي
et al., 2013.(  

    كلسيتهاي مولد جداسازي باكتري
توليد در هاي منتخب جدايهتوانايي به منظور مطالعه    

كشت اختصاصي محيط  از هاي كربنات كلسيمنانوكريستال
 ٢١٢/٠، كلسيم كلريد درصد٥/٢ ،TSB درصد ٣/٠حاوي رسوبي 

 ٥/١، اوره درصد٢، آمونيوم كلريد درصد١، بيكربنات سديم درصد
 ٢٠هاي مختلف نمك از صفر تا و غلظت) pH =٨( آگار درصد
درجه  ٣٠در دماي  گرماگذاريپس از . استفاده شد درصد
 هايروي كلنيها حضور كريستالروز  ١٠به مدت  گرادسانتي

 Chahal et( ندشد بررسي) ٤٠×(ميكروسكوپ نوري  توسط فوق
al., 2011(.  

   اوره تجزيه توانايي سنجش
 ورتص به جدايه هر آمونيوم، آزادسازي و رشد بررسي منظور به  

 در و كشت نمك درصد ٥ حاوي آگار اوره محيط روي بر شبانه
 باكتري از لوپ يك ،رشد از پس. شد گرماگذاري درجه ٣٠ دماي

 رسيدن از پس و منتقل اورهحاوي  مايع محيط بهفعال فوق 
 ١ نسبت به نانومتر ٦٠٠ موج طول در ٦/٠-٨/٠ به آن كدورت
 عنوان به نمك درصد ٥ با اوره حاوي مايع كشت محيط به درصد
 محيط از مشخص هايساعت در سپس. شد تلقيح توليد محيط
 روش طريق از زي باكتريآاوره فعاليت و شد گيرينمونه كشت
 و نجشس نسلر معرف از استفاده با شده آزاد آمونيوم گيرياندازه

 نتايج اين طبق. شد رسم رشد منحني و آمونيوم توليد منحني
  .شد مشخص آنزيم توليد زمان بهترين
  باكتري توسط شده آزاد آمونيوم گيرياندازه

با  طي كشت بستهزي آفعاليت اورهمقدار آمونيوم آزاد شده از    
 از ليترميلي ١ اين منظور  براياستفاده از معرف نسلر تعيين شد. 

 rpm با و منتقل ميكروتيوب به باكتري حاوي براث كشت محيط
 از ميكروليتر ٥٠ سپس. شد سانتريفيوژ دقيقه ٥ مدت به ١٠٠٠٠

 ١٠٠ و مقطر آب ميكروليتر ٩٠٠ با را سانتريفيوژ از حاصل رويي مايع
 شد گذاشته اتاق دماي در دقيقه ١٠ و ورتكس نسلر معرف ميكروليتر

 دستگاه كمك به نانومتر ٤٥٠ با OD در هانمونه جذب و
 هاستفاد با مجهول هاينمونه يوممقدار آمون .شد خوانده اسپكتوفتومتر

  .شد مشخص آمونيوم سولفات با شده رسم استاندارد منحني از
  EDXو  XRD  ،SEM هايتحليل

عه هايي كه داراي ذرات رسوب يافته كريستال در مطالكلني   
 شد به آرامي برداشت با استفاده از يك لوپ ميكروسكوپي بودند

 ٣٧ دماي در سپسد. داده ش انتقالشيشه ساعت تميز  ه يكب و
 منتقل ميكروتيوب درون و ندشد پودر و خشك گرادسانتي درجه

 به SEM و EDX هايتحليل منظور به فوق يهانمونه. ندشد
 به XRD تحليل منظور به و تهران اپتيك الكترون آريا شركت

  .شدند ارسال اصفهان دانشگاه مركزي آزمايشگاه
  باكتري ييشناسا

هاي موفولوژي، جدايه مولد نانوكلسيت با استفاده از تست   
) و مولكولي شناسايي شد. Brenner et al., 2005بيوشيميايي (

 انجامژنوم با روش دستي جوشاندن  جهت آناليز مولكولي، استخراج
 16Sژن  اي ازناحيه ياي پليمرازانجام واكنش زنجيره به منظورشد. 

rRNA هاي عمومي از پرايمرFو  ٢٧Rتوسط شركت كه  ١٤٢٩
هاي پرايمر .شده بود استفاده شدسيناژن سنتز 

 ˈ5و برگشت  AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3ˈ  -̍5رفت
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-TAAGGAGGTGATCCAGCC-3ˈ با  ايموجب تكثير قطعه
در  پليمراز ايزنجيره واكنش ند.شد جفت باز ١٥٠٠طول تقريبي 

 ١٠( يمرهااز هر كدام از پرا يترل يكروم يك يحاوميكروليتر  ٢٥حجم 
 ٥/٠، )u/μl٥( مرازيپل  Taqيمآنز يكروليترم ٢/٠مول)،  يكوپ
، )  X١٠( يمبافر آنز يكروليترم ٢٥/١، ) ١٠ dNTPs )mM يكروليترم

 يالگو DNA يكروليترم ١، )٥٠ mM( يزيممن يدكلر يكروليترم ٧٥/٠
انجام شد. واكنش  يلآب مقطر استر يترل يليم٠٥/١٧و  ياييباكتر

 يطآلمان با شرا Bio-Rad يكلردر دستگاه ترموسا پليمراز ايزنجيره
 ٣٥و  گراديدرجه سانت ٩٥ يدر دما ييواسرشت ابتدا يقهدق ٤ ييدما

 ٦٠به مدت  گراديدرجه سانت ٩٤ يچرخه شامل واسرشت در دما
گسترش  يه،ثان ٦٠به مدت  گراديدرجه سانت ٥٥ ياتصال در دما يه،ثان

و در آخر گسترش  يقهدق ٢به مدت  گراديدرجه سانت ٧٢ يدر دما
 انجام شد يقهدق ٥به مدت  گراديدرجه سانت ٧٢ يماددر  يينها
)Hoffman & Arnold, 2010( .  كيفيت محصولPCR  طي

به شركت مشخص و سپس  درصد آگارز ١بر روي ژل الكتروفورز 
. تا توالي آن مشخص شود ارسال شد(اصفهان) زيست فناوران رنا 

موجود  هايتوالي با NCBI المللييندر سامانه بتوالي به دست آمده 
 رب ياييباكتر هاييهسو ترينيكشد و نزد يسهمقا GenBankدر 

  .شد ثبت سپس و يينتع 16S rRNA هايياساس توال
  

  يجنتا   
  كلسيتنمك دوست مولد  هاييباكتر يجداساز

 يهجدا ٥٨شده،  ينمك دوست جداساز يهجدا ١١٠از كل    
 ٥٨ اين از ميان كه بودندزي آهاور يتفعال دارايشده  يجداساز
و فنل رد  حاوي اورهجدايه بر روي محيط اختصاصي  ٦جدايه، 

. دشدن منتخب استفاده هاياند و به عنوان جدايهداشته هاله بهتري
 له بود به دليدر اصفهان جداسازي شد آب قنات ازكه  ٦ه جداي

تر غلظتهاي بالاي نمك به منظور مطالعات بيش توليد كلسيت در
هاي تشكيل كريستالنماي ميكروسكوپي ) ١( شكل .انتخاب شد
 دهد.روي محيط رسوبي را نشان مي بر ٦ جدايه شده توسط

  منحني رشد و توليد آمونيوم
دار مق بهخود  رشد ١٨را در ساعت  يومآمون بيشترين ٦جدايه    

) ٢. شكل (كردميآزاد  يهكشت اول يطمولار در مح يليم ٨٦/٢٠
 .دهدمي نشان جدايه اين در را آمونيوم آزادسازي و رشد منحني
  XRD هايتحليل

 شده خشك هايكلني XRD از حاصل نتايج) ٥) و (٤)، (٣( تصاوير   
- مي نشان را نمك مختلف هايغلظت با رسوبي محيط در ٦ جدايه
 فاقد رسوبي محيط در بود قادر ٦ جدايهXRD  تحليل طبق. دهد

 درصد ١٠ و درصد  ٥ حاوي رسوبي محيط طورهمينو  ينمك اضاف
علاوه ديگر ه ب XRDكند. مطالعات  توليد كلسيت كريستال نانو نمك

طور محيط ها در محيط رسوبي فاقد نمك اضافي و همينكريستال
درصد را نيز نشان داد. اين باكتري در محيط  ١٠درصد و  ٥رسوبي 

درصد  ١٠رسوبي فاقد نمك اضافي و همينطور محيط رسوبي حاوي 
درصد نمك كريستال  ٥نمك هيدوركسي آپاتيت و در محيط رسوبي 

هاي علاوه مشخص شد كريستاله آمونيوم كلريد نيز توليد كرد. ب
ها تشكيل شده كه بسته به مقدار نمك هاليت نيز در تمام محيط

  محيط اين مقادير متفاوت بودند. 
  EDXو تحليل  SEM تصاوير

هاي تصوير ميكروسكوپ الكتروني روبشي كريستال )٦شكل (   
) نيز ٧شكل ( .دهدميرا نشان  ٦جدايه  تشكيل شده توسط

دهنده  يلتشك عناصربا نمايش  همان نمونه را EDXتحليل 
عناصر  حضوركه  دهدمي نشان را يتكلس يستالرسوب نانو كر

 .كندمي اثبات را آن بودن كلسيتدهنده  يلتشك
  شناسايي باكتري

) ١( در جدول ٦هاي بيوشيمايي جدايه نتايج مربوط به تست   
 يهاين جداشناسايي فيلوژنتيكي نشان داد علاوه ه ب. است آمده
دارد.  Staphylococcus xylosus با درصدي ٩٢/٩٩ تشابه
 با NCBI المللي بين سامانه در باكتري اين آمده دست به توالي

 .رسيد ثبت به MG655155 دسترسي شماره
  

 بحث   
 و آب طبيعي منابع از كه منتخب جدايه ٦ ميان از بررسي اين در   

 و بودند كلسيت توليد به قادر همگي شدند جداسازي شور خاك
ر دمطالعه بيشتر قرار گرفت. اين جدايه  مورد S. xylosus جدايه
 كلسيت نمك فاقد هم و نمك درصد ١٠درصد و  ٥ رسوبي محيط
 فزايشا با كربنات كلسيم رسوب كه دادند نشان مطالعات. كرد توليد

يابد مي كاهش  mexicanumExiguobacterium در نمكي غلظت
)Bansal et al., 2016.( كلسيم در بررسي كربنات رسوب حداكثر 

 نمكدرصد  ٥ در سپس ودرصد  ٦/٣ نمكي غلظت نامبرده در
درصد  ١٠و ٥/٧ نمك غلظت در را رشد بيشترين شد اما مشاهده

درصد ١٠ نمكي فشار در عمدتا كلسيم كربنات رسوب. نشان داد
 فزايشانشان داد كه اين جدايه با  نيز حاضر بررسي .يافتمي كاهش
 البغ. است نيز قادر به توليدكلسيت درصد ١٠ تا ميزان نمك غلظت

- تحليل طي كلسيت هاينانوكريستال روي بر شده انجام مطالعات
 الكتروني ميكروسكوپ علاوهبه. شدند ساختار تعيين XRD هاي

 و تذرا مورفولوژي تعيين براي ابزار بهترين EDX به مجهز روبشي
 روي بر كلسيت ذرات مطالعه. است نانوكريستال ذرات ماهيت
 داد نشان XRD توسط Exiguobacterium mexicanum باكتري

 ماابوده  ميكرومتر ٢٠- ٥٠ بين شده تشكيل هايكريستال اندازه كه
  .)Bansal et al., 2016داشت ( وجود نيز آراگونيت و واتريت
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  .٤٠× بزرگنمايي با رسوبي محيط روي بر ٦ جدايههاي در خارج و داخل كلني شده توليد هايكريستال -١ شكل
Fig. 1. Crystals produced outside and inside colonies by isolate 6 streaked on precipitating medium at 40 × 

magnifications.    

  .)اوره تجزيه و آمونيوم سازي آزاد: ▲ بيومس،: ■( نمك درصد ٥ حاوي TSB محيط در ٦ جدايه توسط اوره تجزيه و رشد منحني -٢شكل   
 Growth curve and urea degradation rate for isolate 6 in TSB medium containing 5 % NaCl.   Fig. 2.   

(■: Biomass, ▲: Urea degradation rate)    
  
  
  

  

Formula  Compound Name  Line style  
3CaCO  Calcite    

2)6(OH)4(PO10Ca Hydroxylapatite   
NaCl  Halite    

  
  ). ي(فاقد نمك اضاف يرسوب يطمح يبر رو ٦ يهشده از جدا يجادرسوب ا يكسپراكنش ا يالگو -٣ شكل

Fig. 3. X-ray diffraction pattern of precipitates collected from isolate 6 were cultured on precipitated medium (without 
additional salt). 
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  Formula  

Compound Name  Line style  
3CaCO  Calcite    

NaCl  Halite    
Cl4NH  Salammoniac    

  .نمك درصد ٥ حاوي رسوبي محيط روي بر ٦ جدايه از شده ايجاد رسوب ايكس پراكنش الگوي -٤شكل
Fig. 4. X-ray diffraction pattern of precipitates collected from isolate 6 cultured on precipitated medium containing 5 % 
NaCl. 

 Formula  Compound Name  Line style  
3CaCO  Calcite    

2)6(OH)4(PO10Ca Hydroxylapatite   
NaCl  Halite    

 درصد نمك. ١٠ يحاو يرسوب يطمح يرو ٦ جدايه از شده ايجاد رسوب يكسا پراكنش الگوي -٥شكل
Fig. 5. X-ray diffraction pattern of precipitates collected from isolate 6 cultured on precipitated medium containing 10 
% NaCl.   
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  A 

  B تصاوير - ٦ شكل SEM مختلف هايييبزرگنما با رسوبي محيط در باكتري سطوح روي بر ٦ جدايه توسط شده توليد كريستالها تجمعات از. A. 5kx .B. 100kx.  
Fig. 6. SEM images of aggregation of nanocrystals produced by isolate 6 on bacterial cell surfaces in precipitating 
medium with different magnifications. A. 5kx. B. 100kx.  

  . ٦ جدايه توسط شده توليد كلسيت رسوب ناحيه سه ازEDX  تحليل -٧ شكل  
Fig. 7. SEM-EDX analyses of three areas from a calcinated precipitate produced by isolate 6. 
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  ).منفي يا ضعيف واكنش: _ wو مثبت هاسويه d: 11-89%( ٦ ايزوله بيوشيميايي هايتست -١جدول 
Table 1. Biochemical test results of isolate 6 (d: 11-89% strain positive and w _: weak or negative reaction).  

Isolate 6  Staphylococcus 
xylosus (ATCC29971)  Characteristics 

-  d  Pigment  
+  +  Catalase  
-  -  Coagulase  
-  -  Oxidase  
+  +  Urease  
-  w_  Hemolysis  
-  w_  Deoxyribonuclease 

(DNase agar) +  + Novobiocin resistance 
Growth in the presence of 10 and 15 % NaCl: +  +  10%  

+  d  15%  
Aerobic acid production from: +  +  Maltose  

+  +  Sucrose  
+  +  Fructose  
+  d  Lactose  
+  +  Glucose  
-  -  Starch  
+  +  Xylose  
+  d  Galactose  
+  +  Mannose  

  
 از برخي كه داد نشان فوق همطالع مانند نيز حاضر همطالع   

 توانندمي كلسيت از جدا زآاوره مولد هايميكروارگانيسم
 را ديگر هايكريستال حتي يا و كلسيم كربنات ديگر ساختارهاي

 ١٠فاقد نمك و رسوبي محيط در S. xylosus .كنند توليد نيز
و هاليت را هم  نمك علاوه بر كلسيت، هيدروكسي آپاتيت درصد

رسوب  بر علاوه نمك درصد ٥ با رسوبي محيط در .رسوب داد
پژوهشگران  .ديده شد كلريد آمونيوم و هاليت هايپيك كلسيت،

 كربنات كلسيم تشكيل به قادر كه را Deleya halophila سويه
 ,.Ferrer et al( دادند قرار آزمايش مورد را بود شرايط همه تحت

 تشكيل مقدار كه داد نشان ميكروسكوپي مشاهدات. )1988
 كهه اما زمانيبود بالا نمك خيلي درصد ٥/٧ و ٥/٢ در كريستال

 يافت اين مقدار كلسيت افزايش درصد ٢٠ تا محيط نمك غلظت
 هايكريستال كه داد نشان XRD هايبررسي. شده است كمتر

بوده و  كلسيت موارد تمام در D. halophila توسط شده تشكيل
 تشكيل هايكريستال تماممشخص شد كه  SEM با طي مطالعه

 هايتوده كلسيت هايكريستال و داشتند مشابه مورفولوژي شده
ميكروسكوپ الكتروني  تصاوير. دارند شكل كروي منظره با منفذ پر

 و منفرد صورت به را كلسيت هايكريستال S. xylosus از روبشي
 رسوب. داد نشان شكلبي و همبه متصل هايتوده يا شكل بي

 دوستنمك هايباكتري مختلف هايگونه وسيله به كلسيت

 تشكيل به قادر هاسويه اين درصد ٨٠ فقط كه دش آزمايش معتدل
 بهينه غلظت. )Del Moral et al., 1987( هستند تركيب اين

 در كلسيتو بود درصد١٠ كربنات، كلسيم رسوب براي نمك
ي به خود كمترمقدار نمك درصد ٥/٢ در و درصد ٢٠ غلظت

 در رشد به قادرباكتري جدا شده در اين بررسي اختصاص داد. 
 بدون محيط درو بعلاوه  بود اسمزي زياد فشار و بالا نمك غلظت
 Serratiaايي از سويه داد نشانمطالعات  نشان داد. رشد هم نمك

 و بوده ٣٥ روز انتهاي در كلسيت زيادي قادر به توليد مقادير
 اين توسط يافته رسوب كربنات هايكريستال XRD تحليل

 Srivastava et( داد نشان را آراگونيت و واتريت كلسيت، باكتري،
al., 2015( .اين توسط يافته رسوب اصلي مورفپلي كلسيت 

 طيف اين در كربنات كلسيم مورفپلي ديگر واتريت و بود باكتري
 اين وسيله به شده توليد رسوب كه داد نشان EDX تحليل .بود

 Srivastava بررسي مشابه. است Ca, C, O عناصر شامل باكتري
 كه بود Ca, C, O عناصر شامل S. xylosus در EDX طيف

  كند.مي تاييد را كلسيت حضور
  

  سپاسگزاري   
 چمران شهيددانشگاه  يپژوهشنويسندگان اين مقاله از معاونت   

  .نمايندمي تشكر نامه پايان اين مالي حمايت دليل به اهواز

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
7.

1.
37

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.1

.4
.6

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 c

4i
20

16
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                               8 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.7.1.37
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.1.4.6
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-3071-fa.html


                                                                 Nova Biologica Reperta 7(1): 37-45 (2020)) ١٣٩٩( ٣٧-٤٥: ١، شماره ٧هاي نوين در علوم زيستي، جلد يافته
 

45 ٤٥/  

 

   REFERENCES  
Arias, D., Valdes, P., Cisternas, L.A. & Rivas, M. 2015. 

Isolation and selection of halophilic ureolytic bacteria 
for biocementation of calcium and magnesium from 
seawater. Adv. Mat. Res. 1130: 489-492. 

Bansal, R., Dhami, N.K., Mukherjee, A. & Reddy, M.S. 2016. Biocalcification by halophilic bacteria for 
remediation of concrete structures in marine environment. 
J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 43: 1497-1505. 

Brenner, D.J., Krieg, N.R., Staley, J.T. & Garrity, G.M. 2005. Bergey’s manual of systematic bacteriology. 
Springer-Verlag. New York, pp: 392-420. 

Carpa, R., Keul, A., Muntean, V. & Dobrotă, C. 2014. 
Characterization of halophilic bacterial communities 
in Turda salt mine (Romania). Orig. Life. Evol. 
Biosph. 44: 223-230. 

Chahal, N., Rajor, A. & Siddique, R. 2011. Calcium 
carbonate precipitation by different bacterial strains. 
African J. Biotechnol. 10: 8359-8372.  

De Muynck, W., De Belie, N. & Verstraete, W. 2010. 
Microbial carbonate precipitation in construction 
materials: a review. Ecol. Eng. 36: 118-136. 

Del Moral, A., Roldan, E., Navarro, J., Monteoliva‐
Sanchez, M. & Ramos‐Cormenzana, A. 1987. 
Formation of calcium carbonate crystals by moderately 
halophilic bacteria. Geomicrobiol. J. 5: 79-87. 

Dhami, N.K., Mukherjee, A. & Reddy, M.S. 2016. 
Applicability of bacterial biocementation in sustainable 
construction materials. Asia-Pac. J. Chem. Eng. 11: 795-
802. 

Ferrer, M., Quevedo‐Sarmiento, J., Bejar, V., Delgado, 
R., Ramos‐Cormenzana, A. & Rivadeneyra, M. 1988. 

Calcium carbonate formation by Deleya halophila: 
effect of salt concentration and incubation temperature. 
Geomicrobiol. J. 6: 49-57. 

Hoffman, M.T. & Arnold, A.E. 2010. Diverse bacteria 
inhabit living hyphae of phylogenetically diverse 
fungal endophytes. Appl. Environ. Microbiol. 76: 
4063-4075. 

Mobley, H.L.T., Méndez, G.L. & Hazell, S.L. 2001. 
Helicobacter pylori: Physiology and genetics. – ASM 
press, Washington.  

Oren, A. 2002. Diversity of halophilic microorganisms: 
environments, phylogeny, physiology, and 
applications. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 28: 56-63. 

Rivadeneyra, M., Ramos-Cormenzana, A., Delgado, G. & Delgado, R. 1996. Process of carbonate 
precipitation by Deleya halophila. Curr. Microbiol. 
32: 308-313. 

Srivastava, S., Bharti, R.K. & Thakur, I.S. 2015. 
Characterization of bacteria isolated from 
palaeoproterozoic metasediments for sequestration of 
carbon dioxide and formation of calcium carbonate. 
Environ. Sci. Pollut. Res. 22: 1499-1511. 

Stabnikov, V., Jian, C., Ivanov, V. & Li, Y. 2013. 
Halotolerant, alkaliphilic urease-producing bacteria 
from different climate zones and their application for 
biocementation of sand. World. J. Microbiol. 
Biotechnol. 29: 1453-1460. 

Vahed, S.Z., Forouhandeh, H., Hassanzadeh, S., Klenk, H.P., Hejazi, M.A. & Hejazi, M.S. 2011. 
Isolation and characterization of halophilic bacteria 
from Urmia Lake in Iran. Microbiol. 80: 834-841. 

 
*****  

   How to cite this article: Haddadi M. & Ghezelbash, G.R. 2020. Isolation of halophilic urease producing bacteria and study of their 
nanocrystal production. Nova Biologica Reperta 7: 37-45. (In Persian). .٤٥-٣٧ :٧ هاي نوين در علوم زيستييافته .آنها نانوكريستال توليد مطالعه و زآاوره مولد دوستنمك هايباكتري جداسازي .١٣٩٩. قزلباش، غ.ر و حدادي، م. 

  
  

 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
7.

1.
37

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.1

.4
.6

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 c

4i
20

16
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.7.1.37
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.1.4.6
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-3071-fa.html
http://www.tcpdf.org

