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های عاملی موجود بر گروه دانسیتهبر روی تنوع و  هامیکروارگانیسمبررسی تاثیر تثبیت 

 روی سطح جاذب ترکیبی

 

  ، مرتضیآبادترک قاسمی -فاطمی، فائزه –صفدری، سیدجابر  -*کشتکار، علیرضا -زاده، هژبرصحبت

 ایچرخه سوخت هستهای، پژوهشکده سازمان انرژی اتمی ایران، پژوهشگاه علوم و فنون هسته
 

 چکيده:

های عاملی موجوود روی سو     دانسیته گروهبر  جاذب ترکیبی درون باکتریاییهای در این پژوهش، تاثیر تثبیت سلول

تثبیت موجب اضافه نشان داد که تیتراسیون پتانسیومتری جاذب ترکیبی با کیتوزان نتایج مقایسه بررسی گردید. جاذب 

های عاملی که کیتوزان تنها دارای گروهشود در حالیآمین/هیدروکسیل آزاد به جاذب ترکیبی میهای عاملی شدن گروه

و کیتوزان به ترتیوب  روی جاذب ترکیبی های عاملی دانسیته کل گروهمشخص شد که همچنین شده بود. آمین پروتونه
meq/g 00/6  وmeq/g  78/4  .زیستی گواار  شوده در منواب     جذبب ور کلی ثابت شد که بهبود ظرفیت بوده است

 . های عاملی بوده استهای باکتریایی غنی از گروهبرای جاذب ترکیبی نسبت به کیتوزان ناشی از تثبیت و حضور سلول

 تیتراسیون پتانسیومتری، دانسیته گروه عاملی، Pseudomonas putidaزیستی، باکتری جذبجاذب ترکیبی،  :کلمات کليدي

 مقدمه:

های های ناشی از فلاات در محیطکارگیری بیوتکنولوژی در زمینه کنترل و حذف آلودگیهای اخیر، بهدر سال

تدریج به مبحثی داغ در زمینه کنترل آلودگی تبدیل شده است که ناشی آبی مورد توجه قرار گرفته است و به

 های مختلف بیولوژیکی، ثابت شده است که . از میان رو [1]باشد های کاربردی آن میاز قابلیت

های متداول شیمیایی در جای رو از پتانسیل مناسبی جهت جایگاین شدن به (Biosoprtion) زیستیجذب

 .[2]باشند ها برخوردار میحذف آلودگی

ها در ترین دغدغهها از مهمجداسازی و بازیابی فلا بعد از فرآیند جذب و قابلیت استفاده مجدد جاذب

اذب عنوان بهترین شکل جمعمولا به (Gel beads) هادانه. ژل[3]باشد زیستی میسازی فرآیند جذبتجاری

که تبدیل . اما از آنجایی[4]باشند های آبی در مقیاس پیوسته میبرای جذب فلاات سنگین بویژه از محلول

های فعال واق  در ها، موجب محدودیت دسترسی به جایگاهدانهشکل ژلجاذب از حالت پودری یا پولکی به

شود، لذا ازای واحد جرم جاذب بارگذاری شده میدانه و متعاقبا کاهش ظرفیت جذب جاذب بهدرون ژل

 ها با مساحت س   بسیار بالا و قابلیت جذب مستقیم فلاات سنگین درون این تثبیت میکروارگانیسم

های عاملی درون جاذب ترکیبی و رف  مشکل افت ظرفیت تواند موجب تقویت دانسیته گروهها میدانهژل

ها های مختلفی برای شناسایی تاثیر حضور میکروارگانیسمرو  .[6, 5]دانه گردد ها در حالت ژلجاذب
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 یکی از آنهاست که  (Potentiometric titration) تیتراسیون پتانسیومتریوجود دارد.  درون جاذب ترکیبی

 جاذب مورد استفاده قرار  درهای عاملی موجود گروه دانسیتهو  (pKa) زداییپروتون منظور تعیین ثوابتبه

 .[7]گیرد می

های عاملی گروه دانسیتهتنوع و درون کیتوزان بر  P.putidaهای باکتریایی تثبیت سلولدر این پژوهش، تاثیر 

 مورد بررسی قرار گرفته است.کیتوزان جاذب ترکیبی در مقایسه با 

 روش کار:

 ميکروارگانيسم و مواد

و پودر  (PTCC) های صنعتی ایرانبشکل لیوفیلیاه از مرکا کلکسیون میکروارگانیسم P.putidaباکتری 

اورانیم از انحلال نمک نیترات  های آبی حاویکیتوزان از محصولات شرکت سیگما آلدریچ تهیه شد. محلول

ها با استفاده از محلول pH)شرکت مرک( در آب بدون یون تهیه شد. مقادیر  UO2(NO3)2.6H2Oاورانیل 

HNO3  وNaOH  یک مولار و به وسیله یکpH  مدل( شرکت 691متر ،Metrohm.تنظیم شد ) 

 باکتري کشت

 5:  پپتون، (Nutrient broth) محیط کشت نوترینت براثبرای احیای باکتری از حالت لیوفیلیاه وکشت آن از 

گراد، دور همان درجه سانتی 30لیتر؛ در دمای  1گرم در لیتر؛ و آب مق ر،  3گرم در لیتر؛ بیف اکسترکت، 

rpm 150  4لیتر از محیط کشت در دمای میلی 40ساعت تا رسیدن به فاز ساکن استفاده شد.  24بمدت 

برای بدست  سانتریفوژ و دو بار با آب مق ر شستشو شد. rpm 7000دقیقه و دور  15 گراد بمدتسانتیدرجه

% به مدت یک ساعت و در دمای اتاق آمایش C2H5OH 60آوردن باکتری غیرفعال شده، باکتری با محلول 

درون آب مق ر به  ترکیبیلیتر سوسپانسیون میلی 40ها با بافر فسفات شستشو و درنهایت شد. سپس سلول

 . [8] شدمنظور اضافه کردن به محلول کیتوزان تهیه 

 سازي جاذبآماده

% حجمی اسید استیک اضافه شده 5لیتر محلول میلی 60گرم پودر کیتوزان درون  2، ترکیبیبرای تهیه جاذب 

شد تا کل کیتوزان درون محلول اسویدی حول شوود. بمنظوور انحولال کامول       و با اعمال اختلاط، اجازه داده 

لیتور  میلوی  40گردیود. پوس از انحولال کامول کیتووزان،      کیتوزان، عمل اختلاط به مودت یوک شوب اعموال     

 کرد.ها به محلول اضافه و تا دستیابی به یک محلول کاملا همگن اختلاط ادامه پیدا سوسپانسیون حاوی سلول

چکانده شد. برای جلوگیری از  NaOH مولار 5/0ای درون محلول با یک سرنگ بصورت ق ره محلول سپس

 هوا اجوازه   دانوه ژلها، درون محلول اختلاط اعمال گردید. همچنین برای اسوتحکام مکوانیکی   دانهچسبیدن ژل

ها سپس از محلول بازی خارج و با دانهژلساعت درون محلول بازی باقی بمانند. ها حداقل نیمشد تا آنداده 
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ها در دموای اتواق خشوک    دانهژلشد تا تمام هیدروکسیدسدیم آن حذف گردد. سپس آب مق ر شستشو داده 

لیتر آب مق ر میلی 40کیتوزان فاقد باکتری )کیتوزان(، به جای سوسپانسیون باکتری،  دانهژل تهیهشدند. برای 

 . [9]به محلول کیتوزان اضافه گردید 

 تيتراسيون پتانسيومتري

گرم( از جاذب ترکیبی  3/0) سوسپانسیونی از مقدار مشخصیبصورت جداگانه برای تیتراسیون پتانسیومتری، 

لیتر آب بدون یون تهیه گردید. سپس سوسپانسویون درون یوک سیسوتم تیتراسویون     میلی 50درون  و کیتوزان

اکسوید  ریخته شد. ضمن ایجاد اختلاط درون سوسپانسیون، دی (Metrohm, 796 Titroprocessor)اتوماتیک 

ی ساعت قبل از شروع تیتراسیون تا انتها 3کربن محلول درون سوسپانسیون نیا با اعمال جریان گاز آرگون از 

صوورت معکووس بوا    و بوه  pH=5/2تا  0.1M HClآزمایش خارج گردید. پس از آن، سوسپانسیون با محلول 

0.1M NaOH  5/11تا=pH عنوان نمونه شاهد مورد استفاده قرار گرفت. بعد از هر تیتر شد. آب بدون یون به

وان معیار حصول حالت تعادل، عنبه mV/min 4/0بار افاودن تیترانت و با در نظر گرفتن نرخ نوسان کمتر از 

 سوسپانسیون ثبت گردید.  pHمقدار 

 نتايج:

دست آمده از تیتراسیون پتانسیومتری کیتوزان و جاذب ترکیبی بوا اسوتفاده از برناموه    های آزمایشگاهی بهداده

ProtoFit Version 2.1  مورد تحلیل قرار گرفت وpKa زیسوتی  ها برای هر دو جاذبو مقادیر دانسیته جایگاه

های آزمایشگاهی تیتراسویون جواذب   مربوط به دادهشده همچنین منحنی براز  ( گردآوری شد.1در جدول )

 اند.نشان داده شده (1)های مشتقات اول و دوم در شکل همراه منحنیبهترکیبی 

 گيري:بحث و نتيجه

 بود که مربوط به  57/6در  pKaکیتوزان تنها دارای یک ( آورده شده است، 1طور که در جدول )همان

NH3–)شده های آمین پروتونهگروه
+
دست آمده است. این ( به(1)دانه )راب ه باشد که از مرحله تهیه ژلمی (

نظر شده آن قابل صرفدر کیتوزان در مقایسه با نوع پروتونه (NH3–)نتایج ثابت کرد که غل ت آمین آزاد 

 شده در کیتوزان تایید شده است.های آمین پروتونه، وجود گروه[10]شده است. طبق م الات قبلی انجام

(1) Chitosan − NH2 + CH3COOH ↔ Chitosan − NH3
+ + CH3COO− 

 شناسایی شد. مقادیر در محدوده 11و  35/6ترتیب در متمایا و به pKaترکیبی، دو مقدار  برای جاذب

 (pKa 6.1-6.8) های های فسفات و در محدودهبه گروه(pKa 8-11)  و(pKa 9.5-13) های ترتیب به گروهبه

 های فسفات در پایین گروه دانسیتهدلیل . اما به[11]شوند توانند نسبت داده آمین و هیدروکسیل می

های آمین عمدتا مربوط به گروه =35/6pKaشده درون این جاذب، مقدار تثبیت [12]های باکتریایی سلول
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باشد که عمدتا شکل آزاد میل بههای آمین/هیدروکسیمربوط به گروه =11pKaچنین، شده است. همپروتونه

های  فعال در کیتوزان و جاذب . کل دانسیته )غلظت( جایگاه[12]باشند های باکتریایی میناشی از سلول

های برآورد گردید. علاوه بر این، دانسیته جایگاه meq/g 0/6و  meq/g 78/4ترتیب ترکیبی به

(. لذا (1)شده درون جاذب ترکیبی بود )جدول های آمین پروتونهجایگاهآمین/هیدروکسیل آزاد قابل مقایسه با 

های عاملی دلیل حضور گروههای اتصال فلای بهثابت شد که تثبیت موجب یک افاایش در دانسیته جایگاه

بهبود با توجه به نتایج تحقیقات قبلی گروه نویسندگان مبنی بر شود. های باکتریایی میمتعدد در سلول

د توانمی، این بهبود جا آورده نشده است()نتایج در این در مقایسه با کیتوزانیت جذب جاذب ترکیبی ظرف

 های اتصال باشد.ناشی از همین افاایش در دانسیته جایگاه

 شده با استفاده از تیتراسیون پتانسیومتریهای تعییندانسیتههای عاملی س حی و (: گروه1)جدول 
 ترکيبیجاذب   کيتوزان

 گروه عاملی
 هاي برازش مدلداده  ProtoFit V2.1هايداده  ProtoFit V2.1هايداده

pKa 
 دانسيته

meq/g 
 pKa 

  دانسيته
meq/g 

 pKa 
 دانسيته

meq/g 

 شدهآمين پروتونه 00/3 6/6  17/0±42/3 07/0±35/6  12/0±78/4 40/0±57/6

 هيدروکسيل آزادآمين/  85/2 95/10  06/0±58/2 01/0±11  - -

 کل 85/5   11/0±00/6   12/0±78/4 

ها با فرض حضور یک، دو های تیتراسیون پتانسیومتری جاذب ترکیبی، از برخی مدلتر دادهتحلیل بیش برای

مربوط به هر یک  دانسیتهسازد تا ها محققین را قادر میو یا سه نوع گروه عاملی متمایا استفاده شد. این مدل

های تیتراسیون با هر سه مدل، های عاملی شناسایی شده را تعیین نماید. بنابراین، پس از براز  دادهاز گروه

شده توسط یک راب ه باشد. مدل بهتر براز مشخص شد که جاذب ترکیبی دارای دو گروه عاملی متمایا می

 باشد:( می2صورت راب ه )به pHو مقدار  (xadd)غیرخ ی بین کسر مولی تیترانت اضافه شده 

(2) xadd =
a

1 +
10−pH

Ka1
+ 10pHKa2

+
2b

1 + 10pHKa1 + 102pHKa1Ka2
 

ثابت تفکیک  Kaiهای عاملی اول و دوم و ثوابت مدل هستند که معادل با کسرهای مولی گروه bو  aکه 

باشد. پارامترهای مدل با استفاده از رگرسیون غیرخ ی و براساس استفاده از امین گروه عاملی میiاسیدی 

های مشتقات اول و دوم در شکل همراه منحنیشده مدل بهمشتقات اول و دوم محاسبه شدند. منحنی براز 

ترکیبی از روی صفرهای منحنی مشتق  های اتصال جاذبجایگاه (pKa)اند. ثوابت اسیدی نشان داده شده (2)

های آزاد و گروه (pKa 6.75) شدهشده، آمین پروتونهمحاسبه pKaدست آورده شد. براساس مقادیر دوم به

های عاملی حاضر در جاذب شناسایی شدند. علاوه بر این، عنوان گروهبه (pKa 11.0)آمین یا هیدروکسیل 
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( کسر مولی مربوط به هر گروه عاملی 1های عاملی، دو پارامتر شامل: )برای تخمین دانسیته هر یک از گروه

، (.qcat.  exch)( ظرفیت تبادل کاتیونی 2باشد و )می( 2در شکل )ه که متناظر با ارتفاع جهش ناگهانی مربوط

 :[13]دست آمد ( به3از طریق راب ه ) (.qcat.  exch)جاذب مورد استفاده قرار گرفت. در عمل، 

(3) qcat.  exch. =
mEqbiosorb.susp.

titrant − mEqblank
titrant

mbiosorbent
,       ([mEqsample

titrant ] = [meq])  

.mEqbiosorb.suspکه 
titrant  وmEqblank

titrant شده توسط جاذب ترکیبی والان تیترانت مصرفاکیترتیب مقدار میلیبه

استفاده شده است. نتایج  (g) جرم جاذب mbiosorbentکه باشد، در حالیو نمونه شاهد )آب دیونیاه( می

نشان داده شده است.  (1)شده در جدول های اتصال شناساییهای عاملی و نیا مقدار کل جایگاهدانسیته گروه

ی هاعنوان بخش اصلی جایگاهشده بههای آمین پروتونهترکیبی شامل گروه که مشخص است، جاذبطوریبه

 های باکتریایی بود. علاوه بر این،شده از سلولهای عاملی آمین/ هیدروکسیل آزاد تامیناتصال و گروه

 بود.  ProtoFitکارگیری مدل، دارای توافق مناسبی با نتایج برنامه دست آمده از بههای بهداده 

 
های تجربی، مدل برای داده دهنده منحنیترکیبی؛ منحنی مشکی نشان (: نتایج تیتراسیون جاذب2)شکل 

 دهنده مشتق دوم مدلچین قرما نشاندهنده مشتق اول مدل و منحنی خطچین سبا نشانمنحنی خط

های عاملی، بلکه از نظر ترکیبی نه تنها از نظر تنوع گروه کرد که جاذبهای مختلف ثابت گیریمقایسه اندازه

تواند نسبت به ترکیبی به شود تا جاذبباشد که سبب میمی های عاملی نیا بهتر از کیتوزاندانسیته گروه

 زیستی موثرتری باشد. کیتوزان، جاذب
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زیستی توان افت ظرفیت جذبکه میرسد به نظر میبا توجه به نتایج بدست آمده از این پژوهش، در نهایت 

 بوود قابلیوت بکوارگیری در    ای بمنظوور به دانوه های ناشی از تغییر هندسه آنها از شکل پوودری بوه ژل  جاذب

هوای عواملی درون   ها و تقویت دانسیته گوروه توان از طریق تثبیت میکروارگانیسمهای بستر ثابت را میستون

 های ترکیبی مرتف  نمود.جاذب
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