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Bacillus subtilisباستعمال بكتریا من المحالیل المائیة الملوثة دراسة الظروف المثلى لازالة العناصر المعدنیة الثقیلة
المعزولة محلیا
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خلاصةال
، Cd ،Cu ،Pbمن المحالیل المائیة الملوثة یلةدرس تأثیر بعض الظروف البیئیة لازالة العناصر المعدنیة الثق

Fe ،Zn ،Ni ،Crبأستعمال بكتریا Bacillus subtilisدرجة افضل تاذ تراوحزالة،لتعین الظروف المثلى للا
،وافضل تركیز 7الى 6الھیدروجیني لاعلى ازالة بینلاس في حین تراوح ام، 35الى 30لعزلتین ما بینلازالة احراریة 

ساعات من وقت 6لتر، في حین كان اعلى معدل ازالة لجمیع العناصر تم الحصول علیھ بعد / ملغم100للمعادن بلغ اولي 
واثبتت النتائج ان افضل تھویة لاعلى كفاءة ساعة من التماس،24التماس،واعلى كفاءة ازالة تم الحصول علیھا بعد 

یحوي المل الواحد على (مل5قیقة، في حین اعطى حجم لقاح د/ دورة150ازالة تم الحصول علیھا عند سرعة الدوران 
.افضل ازالة بالنسبة للعزلتین) مل/خلیة106

بلغت النسبة المئویة لكفاءة الازالة  تحت الظروف المثلى المستحصل علیھا في اعلاه باستعمال العزلة البكتیریة 
B. subtiliis1)88.4 ،91.9 ،98.1 ،96.7 ،83.1 ،94.8 %(لعناصر لCd ،Cu ،Pb ،Fe ،Zn ،Ni ،على التوالي

.Bبأستعمال العزلة البكتیریة % 92.1تحت الظروف المثلى Cr اعلى ازالة للـ في حین كانت subtilis2 . قدرت كفاءة
الازالة للمعادن الثقیلة بأستعمال الكتلة الحیویة الحیة والمیتة

.الامتزاز،، التلوثBacillus subtilisالمعادن الثقیلة،:الكلمات المفتاحیة

STUDY THE OPTIMUM CONDITIONS FOR THE REMOVAL OF HEAVY METAL
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ABSTRACT
We studied the effect of certain environmental conditions for removing heavy

metal elements from contaminated aqueous solutions (Cd, Cu, Pb, Fe, Zn, Ni, Cr) using
the bacterium Bacillus subtilis to appoint the optimal conditions for removal ,The best
optimum temperature range for two isolate was 30-35○C while the hydrogen number for
the maximum mineral removal range was 6-7. The best primary mineral removal was
100 mg/L, while the maximum removal for all minerals was obtained after 6 hrs of Cu
element time and the maximum removal efficiency was obtained after 24 hrs of Cu
element. The results have proved that the best aeration for maximum removal was
obtained at rotation speed of 150 rpm/minute. Inoculums of 5ml/100ml which contained
106 cell/ml showed maximum removal for two isolates. The removal efficiency was (%)
under the obtained optimum conditions above using the bacterial isolate
Bacillus subtilis 88.4, 91.9, 98.1, 96.7, 83.1, and 94.8 for the minerals Cd, Cu, Pb, Fe, Zn
and Ni consequently. The maximum removal for Cr element under the optimum
conditions was 92.1% by using Bacillus subtilis 2 isolate.
KeyWords: Heavy metals, Bacillus subtilis, Pollution, adsorption.
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المقدمة
المشاكل الكبیرة التي یواجھھا الإنسان  المعاصر ومن اھم التحدیات التي تواجھھا التقنیة الحیویة یعد التلوث من 

ومما یزید المشكلة تعقیداً إن ، وھي بحاجة إلى تظافر الجھود كافة لمعالجتھا والحد منھا، والھندسة الوراثیة، لا بل وأخطرھا
فضلاً عن ، لال نشاطاتھ المختلفة التي أصبحت تھدد الحیاة البشریةللإنسان نفسھ الدور الواضح في زیادة خطورتھا من خ

تأثیرھا في الكائنات الحیة الأخرى مما یحدث تغیرا في التوازن الطبیعي للبیئة ومكوناتھا المختلفة الحیة منھا وغیر 
,.Khan et al)الحیة فمن جھة فأن لحیویة البیئیة،تتداخل الجوانب الأیجایبیة والسلبیة بین المعادن والتقنیة ا، و(2011

یوفر عملیات التعدین والاستخلاصتراكم المعادن وخاصة الثقیلة منھا تعد ذات مؤشرات سلبیة على البیئة، في حین ان 
,Wang and Chenحیویة غیر لطرق الافرص كبیرة في الحصول على المعادن التي لایمكن الحصول علیھا ب 2006).(

من المعادن الخفیفة، بینما 16عنصر من المواد اللامعدنیة و21والقائمة في ازدیاد،عنصر109یوجد اكثر من 
منھا ھي من العناصر الثقیلة والتي اغلبھا من العناصر الانتقالیة والمتمثلة بالمعادن التي تزید كثافتھا الكتلیة عن 53
طیھا قابلیة على تكوین الایونات الموجبة القادرة مما یعوالتي یكون مدارھا الخارجي غیر ممتلأ بالالكترونات،3سم/غم5

,Hillزال ام لاــتـدة والاخـســعلى تكوین الایونات المعقدة وفیما اذا كان العنصر فعال من حیث جھد الاك 2010; Bose
and Hemantaronjan, 2005).(

ة الثقیلة بواسطة الاحیاء المجھریة توجد العدید من العوامل المؤثرة في عمیلة الامتزاز الحیوي للعناصر المعدنی
تؤثر درجة ، منھا درجة الحرارة والاس الھیدروجیني ومدة التماس وسرعة التحریك وحجم اللقاح وتركیز ایون المعدن

اذ تكون عملیة الامتزاز في اغلب الاحیان عملیة باعثة للحرارة مالم ، الحرارة في ذائبیة العناصر ومن ثم في امتزازھا
لذا فان الزیادة في درجة الحرارة تؤدي الى نقصان في كمیة ،عملیة امتصاص او انتشار باتجاه داخل الخلیةترافقھا 
وذلك لان زیادة درجة الحرارة تعمل على زیادة الطاقة الحركیة للجزئیات الممتزة على الخلیة مما یزید من ،الامتزاز

عملیة الامتزاز من النوع الماص للحرارة فسوف یلاحظ ان ارتفاع احتمالیة انفصالھا ورجوعھا الى المحلول اما اذا كانت
في درجة الحرارة یؤدي الى زیادة الألفة للمواقع الفعالة للأیونات وبالتالي سرعة اختراق المادة الممتزة بنسبة اكبر وزیادة 

,Israaسرعة انتشارھا في الخلیة لتنافس كل من نظراالامتزاز الھیدروجیني دور مھم في عملیة لاس یلعب او، )(2010
مما ینعكس بشكل ایجابي او سلبي في ،OHوالھیدروكسیلH الخلیة والمادة الممتزة والمذیب على ایونات الھیدروجین 

Dasعملیة الامتزاز وسعة او كمیة المادة الممتزة على السطح المركب الاخر et al., الاس یؤثر كم ، )(2008
,Voleskyكیمیائیة للموقع الفعال او في نوعیة الایون  على الحالة الالھیدروجیني  زیادة تركیز في حین تؤدي ، )(2004

الى زیادة في التراكیز الممتزة من العناصر المعدنیة لزیادة الجذب الكھربائي لایونات المعادن المتنافسة المعدن المستخدم 
Mahvi)وصولا لحالة التشبع والتي یتوقف عندھا الامتزازالخلایاالة او الرابطة المتوافرة على سطوحعلى المواقع الفع
et al., ، Cd ،Cu ،Pbھدفت الدراسة الى تحدید الظروف المثلى لازالة العناصر المعدنیة الثقیلة لذا فقد ، (2007

Fe ،Zn ،Ni بأستعمال العزلة المحلیة من بكتریاB. subtilis1 والمعدنCr بأستعمال العزلةB. subtilis2.

المواد وطرائق العمل
، Cd ،Cu ،Pb ،Fe المقاومة للتراكیز العالیة من المعادنB. subtilis1البكتریةتم الحصول على العزلتین

Zn ،Ni والعزلةB. subtils2مة للتراكیز العالیة من معدن المقاوCrفي جامعة ،من مختبرات كلیة الزراعة
لتر لجمیع المعادن بأستثناء /ملغم100الحاوي على تركیز Nutriant brothي السائل ل الوسط المغذااستعموب.بغداد

.تجربة اختیار التركیز الامثل للمعادن الثقیلة
مل من الوسط المغذي السائل المعقم والمضاف لھ جمیع المعادن الثقیلة المعقمة 100 حضنت الدوارق الحاویة على 

مل من المزارع البكتیریة 5 كلا على انفراد والملقحة ب) (0.45Mmیم المایكروبیة تعقیما باردا بأستعمال وحدة التعق
م في 50و45و40و35و30و25خلیة بدرجات حراریة مختلفة شملت 106المنشطة بحیث یحوي المل الواحد على

ثیر درجات لدراسة تأ(Hietala and Roane, 2009)ساعة 24دقیقة مدة /دورة 150حاضنة ھزازة بعدد دورات 
قیم اس الحرارة المثلى على امتزاز العناصر وحدد تأثیر الاس الھیدروجیني على عملیة المتزاز وذلك من خلال اوساط ذو 

واعیدت نفس الخطوات في الفقرة اعلاه مع مراعاه الحضن على درجة الحرارة 10و8و7و6و4و2مختلفة ھیدروجیني 
Gourdon(لسابقة المثلى المستحصل علیھا من التجربة ا et al., حضرت تراكیز مختلفة من املاح المعادن و)1990

لتر لكل /ملغم400بوزن لتر /ملغم 800و600و400و200و100وشملت CrوNiوZnوFeوPbوCuوCdالثقیلة
مع الاخذ ) علاها(عقمت بالطریقة الباردة واضیفت الى الوسط المغذي السائل واعیدت نفس الخطوات في الفقرةمل و100

لتحدید دور تركیز المعادن الثقیلة في عملیة الامتزاز بنظر الاعتبار الظروف المثلى المستحصل علیھا من التجارب السابقة
(Kiran et al., 6و4و2وقات مختلفة شملتبأحضنت الدوارق المحضرة بنفس الطریقة في التجارب اعلاه و(2005

مستحصل علیھا من التجارب السابقة لتحدید المدة الزمنیة المثلى ة الظروف المثلى الساعة مع مراعا48 و24و12و8و
دقیقة مع /دورة210 و180و150و120و90الحاضنة الھزازة بسرع مختلفة شملتوكذلك استخدمت ، لعملیة الامتزاز
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ظروف المثلى للتھویة بعملیة الامتزاز مستحصل علیھا من التجارب السابقة لتحدید الالاخذ بنظر الاعتبار الظروف المثلى ال
مل10و7.5و5و2.5و1شملت الطریقة اعلاه وذلك من خلال اختیار احجام مختلفة بنفس واختیر حجم اللقاح المقاس 

لتحدید اللقاح الامثل لعملیة وحضنت مع الاخذ بنظر الاعتبار الظروف المثلى المستحصل علیھا من التجارب السابقة
Gong)الامتزاز  et al., 2005).

الامتصاص مطیاف التجارب السابقة بأستعمال جھازقدر التركیز المتبقي من المعادن الثقیلة في الوسط لجمیع
دقائق وھمل الجزء 5د لمدة /3000مل من النماذج ونبذت مركزیا بسرعة 9اذ تم اخذ ) وزارة العلوم والتكنولوجیة(الذري

الایونات وفحصت النماذج بجھاز مطیاف الامتصاص من مل باستعمال الماء الخالي9قدار السفلي وخفف الجزء العلوي بم
,APHAوقدرت النسبة المئویة للأزالة حسب المعادلة التالیة.الذري لمعرفة نسبة الازالة للمعادن الثقیلة و(1998)

Saxena(1998):
تركیز العنصر بعد الازالة- تركیز العنصر قبل الأزالة  100×تركیز العنصر قبل الازالة=(%)النسبة المئویة للأزالة 

النتائج والمناقشة
درجة الحرارة 

واحدة من المعاییر المھمة لذلك تعد الحیوي للمعادن الثقیلة،في عملیة الامتزازاكبیرادرجة الحرارة دورؤدي ت
Kamsonlian)جدا في ازالة المعادن الثقیلة من میاه الصرف الصحي et al., 2011; Marandi et al., 2010;

Kumar et al., لامتزاز معادن الكادمیوم والرصاص والحدید درجة حرارة ان افضل )1،الشكل(یوضح ، و(2009
.Bوالكروم من قبل العزلة B.subtilis.1والخارصین والنحاس والنیكل من قبل العزلة  subtilis.2الى 30تراوح مابین

88.4و83.3و80.1و63.7و82.5و88.9فیھابلغت نسبة الازالةاذم35افضلیة درجة حرارة مع ملاحظةم 35
على التوالي، في حین تفاوت مقدار امتزاز العناصر من قبل CdوPbوFeوCrوZnوCuوNiللمعادن الثقیلة  % 72و

,50العزلتین نفسھا بالنسبة لدرجات الحرارة الاخرى والتي شملت  45, 40, 25, م مع ملاحظة ان اقل امتزاز تم 20
كل من وتتفق النتائج المستحصل علیھا مع ما توصل الیھ، من قبل كلا العزلتینم20الحصول علیھ بدرجة حرارة 

Hietala and Roane .Bالى ان درجة الحرارة المثلى لازالة المعادن الثقیلة من قبل ااشارنذیلال(2009) subtilis.
Goyal، كما اوضح م35الى 30تراوح مابینت .Bان افضل ازالة لعنصري الحدید والنیكل من قبل بكتریا (2003)

subtilis. الى 45م في حین كان ھناك انخفاض في امتزاز ھذه العناصر من قبل البكتیریا في المدى الحرارة 35كانت
.TeichouronicوTeichoicحوامض وعزي السبب لاحتواء جدارھا على طبقة سمیكة من البیبتیدوكلایكان وم50

.Bمن بكتریامختلفة في كفاءة ازالة المعادن الثقیلة باستعمال العزلتینتأثیر استعمال درجات حرارة ):(1شكل 
subtilis.1 وB. subtilis.2

الھیدروجینيالاس
لموجودة على سطح الكتلة الحیویة وكذلك على الحالة الھیدروجیني للمحالیل على مواقع الارتباط االاسیؤثر 

Kiranالكیمیائیة للمعادن في المحالیل  et al., ان اعلى ازالة تم الحصول علیھا في مدى ) 2،الشكل(یوضح و، )(2005
لاحظة مولجمیع المعادن قید الدراسة، ةالمتعادلللقیمةافضلیة مع7الى 6ما بین تتراوحقیم الاس الھیدروجیني من

Panditتجاه الحامضیة والقاعدیة ویعود السبب في ذلك كما اوضحھ االانخفاض في قیم الازالة كلما ابتعدنا عن التعادل ب
et al. والتي ترتبط مع المواقع +Hیؤدي الى زیادة ایونات الھیدروجین الاس الھیدروجینيالى ان الانخفاض في (2013)

الاس غیر متاحة للكاتیونات الاخرى وبذلك تقل نسبة الازالة اما في حالة ارتفاع الفعالة على سطح الخلیة وتجعلھا 
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المتعادل تعمل الاس الھیدروجینينحو القاعدیة فأن ذلك یؤدي الى ترسب المعادن بسبب التشكل اما عند الھیدروجیني
الازالة او الارتباط للمعادن لاختلاف على الارتباط بشكل وثیق مع جدار الخلیة وبالتالي تزدادH3Oایونات الھیدرونیوم

الشحنات، ویزداد الارتباط بوجود مجامیع الكاربوكسیل  والفوسفات والامیدازول ومجموعة الامین على جدار الخلیة، كما 
Dursnاشار  et al. الھیدروجیني لمحالیل المعادن الثقیلة نحو القاعدیةلاسى ترسب المعادن الثقیلة بأتجاه اال(2006)

.دون ان تمتز على سطوح الخلایا-OHلوفرة ایونات الھیدروكسیل

.Bمن بكتریافي كفاءة ازالة المعادن الثقیلة بأستعمال العزلتینمن الاس الھیدروجینيمختلفةقیمتأثیر استعمال ):2(شكل 
subtilis.1 وB. subtilis.2.

تراكیز المعادن الثقیلة
تأثیر تراكیز مختلفة تحدید لتر من المعادن قید الدراسة ل/ملغم800و600و400و200و100ملت التراكیز استع

انخفاض )3الشكل،(اذ یوضح ، B.subtilis.2و B.subtilis.1من المعادن على كفاءة عملیة الامتزاز من قبل العزلتین 
ع ملاحظة الفرق في كفاءة الامتزاز لكل عنصر من العناصر في في كفاءة الامتزاز بزیادة تركیز المعادن في المحالیل م

للمعادن الكادمیوم % 88.7و82.4و63.6و80.2و83.1و88.4و72.2اذ بلغت كفاءة الامتزاز التراكیز المختلفة،
تركیز لتر والذي یعد اقل/ملغم100والرصاص والحدید والكروم والخارصین والنحاس والنیكل على التوالي في تركیز 

لتر والذي یعد اعلى تركیز مستعمل / ملغم800یتم استعمالھ في ھذه التجربة في حین بلغت كفاءة الامتزاز عند التركیز 
.Bللمعادن نفسھا على التوالي من قبل العزلتین % 61.5و51و38.2و45.2و45.6و61.7و48.6 subtilis.1 بالنسبة

، ویعزى السبب في ذلك الى ان مواقع Crبالنسبة لعنصر B.subtilis.2و CdوPbوFeوZnوCuوNiللعناصر 
ارتباط العناصر المعدنیة في التراكیز الواطئة تكون جاھزة للارتباط وھذا طبعا یعتمد ایضا على نوع المعدن وعلى الكائن 

في امتزاز بعض العناصر المعدنیة الثقیلة .Bacillus spان كفاءة بكتریا كما ،المجھري المستعمل في عملیة الازالة
مقارنة بالعناصر الاخرى یعود الى الحساسیة العالیة لھذه البكتریا تجاه سمیة ھذه المعادن وخواصھا الفیزیائیة والكیمیائیة،

لیة التحمل ما تمتلكھ سطوح الخلایا من خواص كالشحنة والروابط التناسقیة اضافة للبلازمیدات المسؤولة عن قابفضلا عن 
Abyar)لھذه العناصر  et al., StaphylococcusوStaphylococcus aureusبكتریا تمتلك، كما (2012

saprophyticus الموجبتان لصبغة كرام قدرة على امتزاز بعض العناصر المعدنیة بتراكیز مختلفة وبكفاءة عالیة مقارنة
ذلك الى اختلاف التركیب الكیمیائي لجدار الخلیة في كلا النوعین بالبكتریا السالبة لصبغة كرام وقد یعود السبب في 
Ansari et al., 2016; Bhagat et al., 2016)(.
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.Bتأثیر استعمال تراكیز مختلفة من المعادن المختلفة في كفاءة الازالة من قبل العزلتین ):3(شكل  subtilis.1 وB.
subtilis.2

التماسزمن
المعادن، العوامل المھمة المؤثرة في امتزازتعد مدة التماس بین الخلایا البكتیریة ومحالیل المعادن الثقیلة من 

النتائج المستحصل علیھا من تعریض المعادن المختلفة وتحت الظروف المثلى للتجارب السابقة لمدد ) 4،الشكل(ویوضح 
ساعة، اذ یلاحظ ان اعلى معدل امتزاز تم الحصول علیھا للرصاص 48و24و12و8و6و4و2تماس مختلفة شملت 

Pb والحدیدFe والنیكلNi على التوالي في حین یلاحظ ان % 83.6و85.3و82.5بلغت نسبة الازالة اذ،ساعات6بعد
ال بكتریا باستعم% 90.8و92.1اذ بلغت نسبة الازالة ،ساعة12اعلى نسبة ازالة للرصاص والحدید كانت بعد 

B.subtilis.1 اما اعلى نسبة ازالة للحدید باستعمال بكتریاB. subtilis.2ساعات، مع ملاحظة 8بعد% 88.1قفد بلغت
الانخفاض في نسب الازالة لجمیع حصول لاحظ بعدھا ویساعة، 24ان افضل نسبة ازالة حصلت علیھا جمیع المعادن عند

Tunilaكما اوضحھ بھ سبیعودوالذي ساعة 48المعادن عند  et al. الى ان استقرار الامتزاز عند حد معین (2006)
Abiaاشارفي حینیعود الى عدم توفر مواقع ارتباط اضافیة على سطح البكتریا مھما زادت مدة التماس et al. (2003);

IIan et al.(2004) ساعة 24النسبة بعد تثبیتالحضن والى ان اعلى ازالة للمعادن الثقیلة تتم خلال الساعات الاولى من
Elsilkوجد بینما ، ساعة یتوقف الامتزاز48حتى تصل الى  et al. (2014) ان اعلى امتصاص للكادمیوم والنحاس

Bacillus anthracispsوالخارصین من قبل بكتریا  ساعة في حین للكوبلت والرصاص كانت بعد 24كان بعد 2010
ما لاحظ ان نسبة امتصاص الكوبلت تنخفض بزیادة مدة التماس مابین البكتریا والمعادن الى ساعة على التوالي، ك48و18

ساعة كما وجد ان نسبة ازالة الرصاص اعلى بكثیر من نسبة ازالة النحاس من البكتریا نفسھا وان ھذا 18اكثر من 
، ل التي تتحملھا البكتریا بأختلاف العناصرالتحمالیة الاختلاف في نسب الازالة للمعادن المختلفة قد یعود الى اختلاف 

Sabaeاشار و et al, الى ان وقت التماس یعد واحد من اھم العوامل التي تؤدي الى نجاح عملیة الامتزاز (2016)
.الحیوي للمعادن وان معدل الازالة في بدایة العملیة یكون اعلى بكثیر من معدل الازالة في نھایة العملیة

.Bتأثیر استعمال مدد تماس مختلفة في نسبة الازالة للمعادن الثقیلة بأستعمال العزلتین البكتیریة 4):(شكل  subtilis.1 و
B. subtilis.2.
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التھویة
تأثیر سرعة التھویة معبر عنھا بعدد الدورات في الدقیقة الواحدة على كفاءة عملیة الازالة ) 5،الشكل(یبین 

.Bاصر قید الدراسة بأستعمال العزلتین  للعن subtilis.1وB subtilis.2 ، اذ یوضح الشكل ان افضل ازالة تم الحصول
دقیقة مع ملاحظة التفاوت في نسبة الازالة لكل معدن من المعادن بنفس سرعة /دورة150علیھا لجمیع العناصر ھي 

Selatinaعود السبب في ذلك كما اوردهالدوران، وتقل نسبة الازالة بزیادة عدد الدورات وقد ی et al. (2004);
Vijayarghavan et al.,(2005) الى ان التحریك الشدید قد یؤدي الى احداث اضطراب مابین الایونات المعدنیة في

محالیل المعالجة والخلایا مما یتسبب في انفصال مجموعة من ھذه المعادن من سطوح تلك الخلایا مع احتمال ارتباط 
.مجموعة اخرى محلھا

.Bتأثیر التھویة في كفاءة ازالة المعادن الثقیلة باستعمال العزلتین :(5)شكل  subtilis.1وB. subtilis.2.

حجم اللقاح
)خلیة106الواحد على لتریحوي المل(5%أن افضل نسبة ازالة تم الحصول علیھا عند استعمال حجم لقاح بنسبة 

على التوالي في NiوCuوZnوCrوFeوPbوCdللعناصر 88.9و82.6و63.9و80.5و88.8و72.6والتي بلغت 
عند ، كما یلاحظ ان افضل ازالة تم الحصول علیھا)6،الشكل(حین نلاحظ انخفاض في نسبة الازالة بزیادة حجم اللقاح

الرصاص والنیكل مقارنة بالعناصر الاخرى الافضلیة  لمعدنيكانتالمقاومة من المعادن المدروسة عند حجم اللقاح ھذا
وقد یعود السبب في ذلك الى حساسیة البكتریا للمعادن الاخرى ودرجة سمیتھا ووفرة مواقع الارتباط من حیث الشحنات 

Gong(اشار قد، والموجبة والسالبة التي تتبادل مع الشحنات الموجودة على جدار البكتریا كي یتم الامتزاز بكفاءة et al.,
الى انھ عند استعمال حجم لقاح قلیل یؤدي الى انخفاض في عدد مواقع الارتباط وصغر المساحة السطحیة ولكن 2005)

.عند استعمال جرعات اعلى سیؤدي الى زیادة في المساحة السطحیة وبالتالي تزداد مواقع الربط وتسھل عملیة الازالة

.Bتأثیر استعمال احجام لقاح مختلفة في نسبة الازالة للمعادن الثقیلة بأستعمال العزلتین (6):شكل subtilis.1وB.
subtilis.2.
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