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بررسی توانایی رنگبری رنگ آزو بتا نفتول 
 Halomonaz نارنجی توسط باکتری نمک‌دوست
Strain Gb و بهینه‌سازی فاکتورهای دما، pH و 

غلظت 

تاريخ دريافت: 92/10/7         تاريخ پذيرش: 93/4/4

غزاله انتظاری*1، مریم اوتادی2 و راهبه امیری3 
1- گروه مهندسی شیمی، دانشکده فنی و مهندسی، واحد علوم تحقیقات دانشگاه آزاد، ایران
2- گروه مهندسی شیمی، دانشکده فنی و مهندسی، دانشگاه آزاد واحد تهران مرکزی، ایران

3- گروه شیمی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد واحد تهران شمال، ایران

چكيده

ــر  ــری نمــک دوســت )Halomonaz Strain Gb( و اث ــول نارنجــی توســط باکت ــا نفت ــگ آزوی بت ــری رن ــی رنگب ــن پژوهــش توانای در ای
فاکتــور غلظــت، pH و دمــا بــر رنگبــری بررســی می‌شــود. بــا اســتفاده از ثابــت نگهداشــتن یــک عامــل و تغییــر عوامــل دیگــر شــرايط 
بهینــه رنگبــری، حاصــل می‌شــود. بالاتریــن درصــد رنگبــری 88% اســت کــه درغلظــت ppm 40 و دمــای C˚38 و pH=9، پــس از 6 روز 
گرماگــذاری به‌دســت آمــد. غلظــت در محــدوده وســیع ppm-15 125 بررســی شــد و بــه همیــن دلیــل توانایــی باکتــری در رنگبــری 
ــدوده  ــش pH در مح ــا افزای ــود و ب ــور، pH ب ــن فاکت ــد. اثر‌گذارتری ــل ش ــتر از ppm 40 تحلی ــر و بیش ــای کمت ــش غلظت‌ه در دو بخ
6-9، رنگبــری به‌طــور چشــمگیری افزایــش یافــت. فاکتــور دمــا در محــدوده C- 35˚40 تاثیــر چندانــی بــر رنگبــری نداشــت. مقایســه 
 IR ــای حاصــل از ــری در طیف‌ه ــده توتوم ــن مشــاهده پدی ــری و همچنی ــد از رنگب ــل و بع ــای حاصــل از HPLC و UV-Vis قب طیف‌ه
ــر نمــک اســت، در تمامــی مراحــل  ــل توجــه می‌باشــد. به‌علــت اینکــه باکتــری مذکــور نمــک دوســت و تحمل‌پذی مویــد رنگبــری قاب

آزمایــش )W/V( 5% کلریدســدیم در نظــر گرفتــه شــده اســت.
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مقدمه

به‌‌عنــوان  گســترده‌اي  به‌طــور  ســنتزي  رنگ‌هــاي 
غذايــي،  نســاجي،  صنايــع  در  رنگ‌کننــده  عناصــر 
کاغذســازي، آرايشــي، دارويــي، چــاپ و نيــز صنايــع 

نفــت و پتروشــيمي مــورد اســتفاده قــرار مي‌گيرنــد 
ــت  ــده طبيع ــوده کنن ــواد آل ــا از م ــن رنگ‌ه ]1 و 2[.ای
ــات  ــا پســاب کارخانج ــراه ب ــه هم ــد ک ــمار مي‌آين ــه ش ب

صنعتــي وارد محيــط زيســت می‌شــوند.

عــاوه بــر اثــر رنگــي مشــهود و ايجــاد ظاهــر نامناســب و 
ــر COD، بســياري  افزايــش شــاخص‎هاي آلايندگــي نظي
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از رنگ‌هــاي مصنوعي ســمي، جهــش‌زا، ســرطان‌زا و مقاوم 
رنگ‌هــاي  متداول‌تريــن   .]2[ مي‌باشــند  تجزيــه  بــه 
ــروه  ــن گ ــت و بزرگ‌تري ــه در صنع ــه‌کار رفت ــي ب مصنوع
ــاي آزو  ــا رنگ‌ه ــه حــدود 70% آنه ــاي ســنتزي ک رنگ‌ه
ــروژن  ــروژن- نیت ــه نیت ــد دوگان ــا پيون ــه ب ــند ک مي‌باش
ــوند.  ــناخته مي‌ش ــک ش ــاي آروماتي ــه آمين‌ه ــل ب متص
ــه  ــه نســبت ب ــده‌اند ك ــوري طراحــي ش ــا ط ــن رنگ‌ه اي
نــور و مــواد شــيميايي مقــاوم بــوده و بــه راحتــي تجزيــه 
نمي‌شــوند. همچنيــن بســياري از ايــن تريكبــات، ســمي، 
جهــش‌زا )موتــاژن( و ســرطان‌زا بــوده و بــه دلايــل ذكــر 
شــده، رهــا شــدن آنهــا در محيــط زيســت و آب‌هــاي آزاد 
و زيرزمينــي، آلودگي‌هــا و خطــرات زيســت محيطــي 

جــدي مي‌آفرينــد. ]3 و 4[. 
ــل روش‌هــاي  رنگ‌هــاي آزوي موجــود در پســاب در مقاب
معمــول تصفيــه مقــاوم هســتند و دليــل ايــن امــر مقــاوم 
بــودن پيونــد شــديداً الکتــرون کشــنده آزو بــه اکســيژنازها 
]5[ و همچنيــن گروه‌هــاي آروماتيــک بزرگــي اســت کــه 

پيونــد آزو متصلنــد ]3[. 

ــي  ــه پســاب‌هاي صنعت ــراي تصفی ــي ب ــاي مختلف روش‌ه
حــاوي رنگ‎هــاي ســنتزي وجــود دارد. ايــن روش‎هــا در 
ســه گــروه فيزيکــي، شــيميايي و بيولوژيکــي طبقه‌بنــدي 

مي‌شــوند ]3[. 
ــه  ــوان ب ــي مي‌ت ــيميايي و فيزيک ــاي ش ــه‌ روش‌ه از نمون
جــذب ســطحي اکسيداســيون، لخته‌ســازي و فرآيندهــاي 
ــه  ــود اينک ــا وج ــا ب ــن روش‎ه ــود. اي ــاره نم ــايي اش غش
ــذف  ــالاي ح ــت ب ــالا و قابلي ــل ب ــرعت عم ــولاً س معم
ــون  ــي همچ ــه دلايل ــا ب ــتند ]3[، ام ــا را دارا هس رنگ‌ه
ــي  ــدم کاراي ــن، ع ــي پايي ــالا، بازده ــي ب ــه عمليات هزين
ــولات  ــد محص ــا، تولي ــترده‌اي از رنگ‌ه ــف گس ــراي طي ب
جانبــي کــه ســمي بــوده و نيــاز بــه تصفيــه و پاکســازي 
ــراي اســتفاده در  ــظ، ب ــد لجــن غلي ــد و تولي مجــدد دارن
ــق  ــل موف ــي، راه ح ــاب‌هاي رنگ ــري پس ــه و رنگب تصفي
 COD و   BOD عــاوه  بــه   ،]6[ نيســتند  مناســبي  و 
ــزي  ــاي فل ــور يون‌ه ــا، pH و حض ــودن دم ــالا ب ــالا، ب ب
در ايــن پســاب‌ها از دلايــل ديگــر ناکارآمــد ســاختن 
ــل  ــه دلي ــاي زيســتي ب ــا اســت ]1[. روش‌ه ــن روش‌ه اي

ســازگاري بــا طبيعــت )عــدم نيــاز بــه مــواد شــيميايي( ، 
راهبــري آســان و هزينــه کمتــر جهــت حــذف ايــن مــواد 
از پســاب‌هاي صنعتــي حائــز اهميــت هســتند. فرآيندهاي 
ــورت  ــي به‌ص ــاب‌هاي رنگ ــه پس ــراي تصفي ــي ب بيولوژيک
هــوازي، بي‌هــوازي و يــا ترکيبــي از ايــن دو روش يعنــي 
ــاي  ــون رنگ‌ه ــرد. چ ــام مي‌گي ــوازي انج ــوازي- ه بي‌ه
ــره  ــه در زنجي ــتند هنگاميك‌ ــدن هس ــا ش ــل احي آزو قاب
الكتــرون  به‌‌عنــوان  ريزموجــودات،  الكتــرون  انتقــال 

گيرنــده عمــل ميك‌ننــد بي‌رنــگ مي‌شــوند ]8[.

ــتن  ــا شکس ــا ب ــط باکتري‌ه ــاي آزو توس ــري رنگ‌ه رنگب
ــکيل  ــه تش ــر ب ــه منج ــد آزو ک ــوازي بان ــاء( بي‌ه )احي
آروماتيــک آمين‌هــاي ســازنده رنــگ مي‌شــود انجــام 
مي‌گيــرد. عــدم کارايــي مناســب در فرآيندهــاي رنگــرزي 
ــه وارد  ــه‌کار رفت ــگ ب باعــث مي‌شــود کــه 30-70% از رن
ــرزي در  ــي از رنگ ــن در مراحل ــود ]1[. همچني ــاب ش پس
ــاي  ــي ار نمک‌ه ــردن کاراي ــالا ب ــراي ب ــع نســاجي ب صناي
محلــول ماننــد کلريــد ســديم يــا کلريــد پتاســيم اســتفاده 
مي‌شــود ]2[. در نتيجــه از آنجــا کــه باکتري‌هــاي نمــک 
بالايــي  تحمل‌پذيــري  نمــک،  تحمل‌پذيــر  و  دوســت 
نســبت بــه شــرايط ســخت محيطــي ماننــد وجــود مقــدار 
ــنگين و  ــزات س ــد فل ــده مانن ــواد آلاين ــک و م ــالاي نم ب
اکســي آنيون‌هــا از خــود نشــان مي‌دهنــد، انتخــاب 
ــراي پســاب‌هاي حــاوي فلــزات ســمي  بســيار مناســبي ب

ــد.   ــر مي‌آين ــه نظ ــا ب ــزي رنگ‌ه ــس فل و کمپلک

در ایــن تحقیــق از میــان باکتری‌هــای نمــک دوســتی کــه 
ــویه‌ها  ــی از س ــد ]3[، یک ــری دارن ــی در رنگب ــی خوب توانای
انتخــاب شــده و مشــخصا توانایــی رنگبــری آن ســویه جهت 
ــه در  ــول در آب ک ــای آزوی محل ــی از رنگ‎ه ــري یک رنگب
ــور  ــه فاکت ــر س ــزان اث ــد، و می ــرف می‌باش ــت پرمص صنع
موثــر بــر رنگبــری، بررســی و بهینه‌ســازی انجــام می‌شــود. 

مواد و روش‌ها
ميکروارگانيسم مورد استفاده

به‌منظور   Halomonas strain Gb دوست  نمک  باکتری 
رنگبري از دو کارخانه نساجي موجود در قم و کاشان که هر
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دو در مناطــق دارای آب شــور کشــور قــرار دارنــد، توســط 
دانشــگاه  ميکروبيولــوژي  دپارتمــان  پژوهشــي  گــروه 
تهــران جداســازي و شناســايي شــده اســت. ]1 و 7[. 
 NCBI و در ســايت DQ 382909 ،شــماره دســت‌يابي(

ــت شــده اســت(.  ثب

محيط کشت نگهداري باکتري‌ها

ــد  ــط Nutriant agar حــاوي )w/v( 7/5% نمــک کلري محي
ســديم اســت. pH محيــط قبــل از اتــوکلاو کــردن توســط 
ــت.  ــم گش ــا 7/4 تنظي ــال روي 7/2 ت ــک نرم NaOH ي

نمونه‌هــا پــس از کشــت دادن در محيــط بــه مــدت 7 روز 
ــذاري  ــد گرماگ ــت رش ــاي C°35 جه ــور در دم در انکوبات
ــداري و  ــال نگه ــاي C°4 در يخچ ــپس در دم ــده و س ش

ــار واکشــت شــدند. هــر دو هفتــه يــک ب
محيط کشت رنگبري

Minimal medium for denitrifying bacte�(  بـ�ه محیـ�ط
ــه ميــزان  ــه دليــل نمــک دوســت بــودن باکتــري ب ria( ب
ــده و  ــه ش ــديم اضاف ــد س ــک کلري )w/v( 10%-2/5% نم

ــت.  ــتفاده گش ــن اس ــع کرب ــوان منب ــگ به‌‌عن ــود رن از خ
تمــام مــواد تشــکيل دهنــده محيــط رنگبــري از شــرکت                                                                                 
 Merck شــرکت  از  رنــگ  و   )Darmstadt, Germany(

ــدند.  ــداري ش خري
رنگ مورد استفاده 

 )β-NapHtol orange) (color index 12120( بتا نفتول نارنجی
که در لابراتوار شيمي دانشگاه آزاد واحد تهران مرکز سنتز 
شده است. رنگ از پيگمنت‌هاي دي آزوي محلول در آب 
بوده، با فرمول شيميايي C6H11N2 SO4Na و وزن مولکولي 
g/mol 350 مي‌باشد. همچنین از NAOH یک نرمال  جهت 

تنظيم pH، استفاده شده است. 

رنــگ  پــودر  رنــگ:  اســتوک  آماده‌ســازي  روش 
می‌باشــد  آب  در  محلــول  کــه  نارنجــی  نفتــول  دی 
 min مــدت  بــه  و   %0/25  )w/v( ميــزان  بــه  را 
                                                                               )Ultrasonic bath( اولتراســونيک  حمــام  در   15
ــا  ــدار بت ــن مق ــد. در تعيي ــوکلاو ش ــپس  ات ــرارداده، س ق
 %0/45 ،%0/25 ،%0/10 )w/v( نفتــول نارنجــی، مقاديــر
ــن  ــدند. بالاتري ــزوده ش ــگ اف ــتوک رن ــه اس و 0/50% ب

 )w/v( حلاليــت رنــگ در محيــط رنگبــري در غلظــت
0/25% از بتــا نفتــول نارنجــی مشــاهده شــد و در مقاديــر 
ــش  ــد. کاه ــت ش ــار اف ــت دچ ــر، حلالي ــر و پايين‌ت بالات
حلاليــت در مقاديــر بالاتــر از )w/v( 0/25%، مي‌توانــد 
ــط باشــد. در بحــث  ــاي کشــش ســطحي مرتب ــه نيروه ب
رنگبــري، اوليــن قــدم حــل شــدن رنــگ محيــط رنگبــري 
                                                                                ،%0/25 )w/v( ــب درصــد ــل ترکي ــن دلي ــه همي اســت. ب
به‌‌عنــوان مقــداري ثابــت در تمامــي مراحــل آزمايــش در 
نظــر گرفتــه شــد. در ايــن مطالعــه خــود رنــگ به‌‌عنــوان 
ــرژي جهــت مصــرف ميکروارگانيســم‌ها  منبــع کربــن و ان

ــت. اس
روش آماده‌سازي محيط رنگبري : 

محيــط Minimal medium به‌همــراه )w/v( 5% نمــک 
ــديم:  ــد س کلري

محلول A: ترکيبات در ml 410 آب مقطر
2/5 gا:KNO3

0/5 g :)اNH4)2SO4

0/43 g :اK2HPO4.3H2O

0/27 g ا:KH2PO4

محلول B: ترکيبات در ml 50 آب مقطر
1 g :اMgSO4.7H2O

محلول C: ترکيبات در ml 50 آب مقطر
0/1 g :اCaCl2.2H2O

0/05 g :اFeSO4.7H2O

0/025 g :اMnSO4.H2O

محلول D:اNaClا )w/v( 5% در ml 80 آب مقطر
ــتريل  ــه اس ــک جداگان ــر ي ــاي A ،B ،C و D ه محلول‌ه
شــده و پــس از خنــک شــدن تــا دمــاي محيــط، محلــول 
 D و محلــول C 5 از محلــول ml و B 5 از محلــول ml بــا A
تــا رســيدن به حجــم نهايــي ml 500 در شــرايط اســتريل 
مخلــوط شــدند )درصــد نمــک بــا توجــه بــه حجــم نهايــي 
ــا  ــزان pH ب ــپس مي ــود( و س ــبه مي‌ش ml 1000 محاس

NaOH یــک نرمــال تنظيــم شــد. 

روش انجام آزمايشات رنگبري

ــول  ــري، محل ــه رنگب ــط پاي ــازی محي ــاده س ــد از آم بع
 ،pH یــک نرمــال اســتريل شــده را جهــت تنظيــم NaOH
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                                                                                              15 ml .مورد نظر برسد pH به محيط پايه اضافه می‌شود تا به
بزرگ(  )سايز   30  ml لوله‌هاي  درون  رنگبري  محيط  از 
کلني  لوپ  يک  آزمايش  لوله  هر  به  سپس  و  شده  توزيع 
خالص تلقيح شد. بعد از تلقيح، لوله‌ها به مدت 12 روز در 
دماي C°35 در شرايط استاتيک گرماگذاري شدند تا عمل 

رنگبري صورت گيرد.
روش بررسي اثر فاکتورهاي مختلف بر رنگبري

 pH ــت و ــا، غلظ ــل دم ــه عام ــر س ــش تاثی ــن پژوه در ای
ــل  ــک عام ــر ی ــا تغیی ــود و ب ــي می‌ش ــري بررس ــر رنگب ب
ــل1  ــر عوام ــتن دیگ ــه داش ــت نگ ــش و ثاب ــر آزمای در ه
ــن روش را  ــه اختصــار ای ــه ب ــازی انجــام شــد؛ ک بهینه‌س

می‌نامیــم.   OFAT

ــر داده شــده و  ــل تغيي ــک عام ــط ی ــش، فق ــر آزماي در ه
ــته  ــت نگهداش ــه ثاب ــل پاي ــوان عوام ــل به‌‌عن ــاير عوام س
شــدند و نتيجــه به‌دســت آمــده در هــر مرحلــه، در 
مراحــل بعــد مــورد اســتفاده قرارگرفــت. شــرايط بهینــه 
بــا تغييــر پارامترهــاي غلظــت رنــگ، pH، و دمــاي 
ــودن  ــت نمــک دوســت ب ــن شــد. به‌عل انکوباســيون تعيي
ایــن باکتری‌هــا غلظــت NaClا )w/v( در همــه آزمایش‌هــا 
5% و رنــگ به‌‌عنــوان منبــع کربــن و انــرژی اســت. شــرايط 
ــيون   ــاي انکوباس ــاز pH=6 دم ــروع اپيتمم‌س ــراي ش ــه ب پاي

ــت. ــت NaClا)w/v( 5 % اس C° 35 و غلظ

لوله‌هــاي آزمايــش پــس از تلقيــح باکتــري بــه مــدت 
ــدند.  ــه ش ــه( انکوب ــای پای ــاي C° 35 )دم 12 روز در دم
بهينــه غلظــت به‌دســت آمــده در ايــن مرحلــه، به‌‌عنــوان 
ــد. در  ــه ش ــر گرفت ــد در نظ ــه بع ــت در مرحل ــل ثاب عام
 %5 )w/v(اNaCl ــا ــري ب ــط رنگب ــر pH، محي ــي اث بررس
ــاي  ــل در ‌pHه ــه قب ــل از مرحل ــه حاص ــت بهين ــا غلظ ب
مختلــف )10، 9، 8، 7، 6( ســاخته شــده و بــه مــدت 
12 روز در دمــاي C° 35 گرماگــذاري انجــام شــد. در 
ــا  ــه رنگبــري ب ــر محيــط پاي ــا ب ــر دم ــه، اث ــن مرحل آخری
ــي بررســی شــد، بدین‌صــورت  غلظــت و pH مراحــل قبل
کــه پــس از تلقيــح باکتري‌هــا در دماهــاي مختلــف                                                                                    
انجــام  گرماگــذاري   )40°C  ،39  ،38  ،37  ،36  ،35(
ــرای بررســي عوامــل مختلــف همــه نمونه‌هــا  One Factor at a Time Method .1پذيرفــت. ب

2. Shaker

در مــدت 12 روز، هــر hr 48 از نظــر رنگبــري مــورد 
 IR و HPLC و UV-Vis ســنجش قــرار گرفتنــد. آناليزهــاي
ــويه بررســی  ــراي س ــده ب ــه به‌دســت آم ــرايط بهين در ش

شــد. 
روش سنجش رنگبري 

بــه منظــور به‌دســت آوردن درصــد رنگبــري از روش 
طيــف ســنجي در طــول مــوج حداكثــر جــذب اســتفاده 
زمــان  در  شــده  گرما‌گــذاري  لوله‌هــاي  از  شــد. 
نمونه‌هــا  و  گرفتــه شــده  نمونــه   1  ml نظــر  مــورد 
يخچالــي                                                                        ســانتريفوژ  يــك  در   5  min مــدت   بــه 
 20°C روي  كــه   )Hettich, Micro 200R,Germany(

تنظيــم شــد، بــا دور rpm 5000 ســانتريفوژ شــدند. 
صفحــه  توســط  نمونه‌گيــري،  از  قبــل  لوله‌هــا 
مــورد  تــا محلــول  لــرزان2 كامــا هــم زده شــدند 
ــردد.  ــت گ ــا يكنواخ ــن كار كام ــل از اي ــري قب نمونه‌گي
ميــزان جــذب هــر يــك از نمونه‌هــا بــا اســتفاده از 
                                                                                 )Varian cary 100, USA( اســپكتروفوتومتر  دســتگاه 
در طــول مــوج ماكزيمــم رنــگ )nm 480( خوانــده شــده 
و در مقايســه بــا محيــط شــاهد )محيــط رنگبــري حــاوي 
ــق  ــي طب ــري(، درصــد رنگزداي ــح باكت ــدون تلقي ــگ ب رن

ــد: ــبه ش ــر محاس ــه زي رابط
 D % = (A0-A1)/A0×100                                     )1(

D= درصد رنگبري 

A0= جذب اوليه )شاهد( در طول موج ماكزيمم 

ــول  ــي در ط ــد از رنگزداي ــت بع ــط كش ــذب محي A= ج

ــم  ــوج ماكزيم م
ــذب  ــزان ج ــم مي ــري، ه ــاي نمونه‌گي ــي زمان‌ه در تمام
نمونه‌هــاي رنگبــري شــده و هــم شــاهد در محــدود          
ــا  ــه آنه ــكان مقايس ــا ام ــدند ت ــكن ش nm 800-200 اس

وجــود داشــته باشــد. در تمامــي مراحــل انجــام تحقيــق و 
آناليزهــاي انجــام گرفتــه، بــه منظــور حــذف خطــاي ناشــي 
از تغييــر تدريجــي رنــگ در اثــر دمــا، محيط‌هــاي شــاهد بــه 
همــراه نمونه‌هــا گرماگــذاری شــد. ايــن مســئله به‌ويــژه در 

ــت. ــت داش ــري اهمي ــد رنگب ــري درص اندازه‌گي
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روش‌هاي بررسي مكانيسم رنگبري
)UV- Vis( مقايسه طيف ماورا بنفش- مرئي

هــر hr 48 یک‌بــار از نمونه‎هــاي گرفتــه شــده قبــل 
 800 nm-200 ــوج ــول م ــازه ط ــري در ب ــد از رنگب و بع
ــه  توســط دســتگاه اســپكتروفوتومتر اســكن جــذب گرفت
شــد، بــا مقايســه پ‌كيهــاي مربــوط بــه نمونه‌هــاي 
ــري  ــط رنگب ــری( و محی ــل از رنگب ــط قب ــاهد )محی ش

ــت.  ــرار گرف ــث ق ــورد بح ــري م ــم رنگب ــده مكانيس ش

HPLC تهيه كروماتوگرام

آماده‌ســازي نمونه‌هــا بــراي انجــام آناليــز HPLC بــه ايــن 
ــاي  ــذاري، از محيط‌ه ــس از 12 روز گرما‌گ ــه پ ــب ك ترتي
شــاهد و رنگبــري شــده در شــرايط بهينــه، نمونــه گرفتــه 
شــده و نمونــه بــا فيلتــر تفلونــي 0/45 ميکروني صاف شــد 
ــا هيــچ ذره معلقــي وارد ســتون نشــود. 20 ميکروليتــر  ت
ــتگاه  ــط به‌دس ــاي محي ــده در دم ــاف ش ــاي ص از نمونه‌ه
ــوع  ــتگاه HPLC از ن ــتون دس ــدند. س ــق ش HPLC تزري

                                                                                           250 mm ــر ــول mm 406 و قط ــه ط )Symmetry( اC18 ب

ــول، 49/7% آب و  ــامل 50% متان ــرک ش ــاز متح ــود. ف ب
0/3% اســيد فرمیــک بــا دبــي ml/min 0/5 اســتفاده شــد. 
طــول مــوج دتكتــور uv برابــر بــا nm 480 و دمــاي تزريــق 
 Knauer ــتگاه ــت. و از دس ــط اس ــاي محي ــتگاه، دم به‌دس
مــدل k 2500 مجهــز بــه دتكتــور uv مدل ســاخت كشــور 
ــاي  ــرام HPLC نمونه‌ه ــد. كروماتوگ ــتفاده ش ــان اس آلم
                                                                                         11/19 min قبــل و بعــد از رنگبــري در مــدت زمــان
شــدند.  مقايســه  هــم  بــا  نتايــج  و  آمــده  به‌دســت 
ــاي موجــود  ــاع پ‌كيه ــاوت ارتف ــري از تف مكانيســم رنگب
در كروماتوگــرام نمونه‌هــاي شــاهد )محيــط رنگبــري 
ــورد بررســي  ــري شــده م ــري( و رنگب ــح باکت ــدون تلقي ب

قــرار گرفــت.
IR مقایسه طیف‌های

دســتگاه طیــف ســنجی مــادون قرمــز جهــت شناســایی 
گروه‎هــای عاملــی ترکیبــات مختلــف آلــی و معدنــی 
مخصــوص   KBr از  اســتفاده  بــا  مــی‌رود.  بــه‌کار 
ــفاف در  ــرص ش ــورت ق ــه را به‌ص ــکوپی نمون اسپکتروس
آورده و در داخــل ســل مخصــوص دســتگاه گذاشــته شــد 

و ســپس طیف‌هــای حاصــل از دســتگاه IR بررســی شــد. 

نتایج حاصل از بهينه‌سازي شرايط رنگبري:
تاثير غلظت بر رنگزدايي

ــدف از  ــت. ه ــت اس ــی غلظ ــورد بررس ــل م ــن عام اولی
انجــام ايــن مرحلــه به‌دســت آوردن بهتريــن غلظــت 
ــن  ــراي داشــتن بيشــترين رنگبــري اســت. در ای ــگ، ب رن
 %5 )w/v( ــا ــري ب ــط رنگب ــه محي ــرایط پای ــه، ش مرحل
نمــک ســديم کلرايــد، دمــای C° 35 و pH=6. از اســتوک 
                                                                                        )75 ppm رنــگ، غلظت‌هــای )20، 25، 30، 40، 50 و
تهیــه شــده و بــه مــدت 12 روز در دمــاي C°35 )دمــای 

ــت. ــام گرف ــيون انج ــه(، انکوباس پای

ــه شــده در فاصله‌هــاي زمانــي مشــخص  از لوله‌هــاي انکوب
نمونه‌گيــري شــده و ســپس توســط دســتگاه اســپکفوتومتر 
ــه  ميــزان جــذب نمونه‌هــاي رنــگ حــاوی باکتــری و نمون
شــاهد )محيط کشــت حــاوي رنــگ بــدون تلقيــح باکتري( 
                                                                                       ،)480 nm( در طــول مــوج حداکثــر جذب رنگ مــورد نظــر
ــد.  ــبه ش ــري محاس ــد رنگب ــه درص ــده و رابط ــده ش خوان
ــاوت  ــاي متف ــري غلظت‌ه ــه درصدرنگب ــوط ب ــج مرب نتاي
توســط باکتــري Gb در فاصلــه زمانــی هــر 48 ســاعت یــک 

ــد. ــکل‌ها آمده‌ان ــار در ش ب

بــا توجــه بــه شــکل 1، ســویه Gb، در ایــن مرحلــه 
 )%48( بــری  رنــگ  درصــد  بالاتریــن  بهینه‌ســازی، 
اســت.  داده  نشــان  ازخــود   40  ppm غلظــت  در  را 
ــدوده                                             ــود در مح ــده می‌ش ــکل دی ــه در ش ــور ک همان‌ط
)15 تــا ppm 40( درصــد رنگبــری رو بــه افزایــش اســت 
و در محــدوده )40 تــا ppm 125( ایــن رونــد رو بــه کاهــش 
                                                                                              125 ppm اســت و پایین‌تریــن رنگبــری متعلــق بــه غلظــت
ــوان  ــر غلظــت می‌ت ــد. در بررســی اث ــزان 12% می‌باش و می
ــش  ــا افزای ــر از ppm 40، ب ــای بالات ــه در غلظت‌ه ــت ک گف
غلظــت رنگبــری کاهــش میی‌ابــد. زیــرا بــا افزايــش ميــزان 
غلظــت اوليــه رنــگ آزو، ســرعت و مقــدار رنگبــري كاهــش 
مي‌يابــد و توجيــه ايــن رونــد نيــز تجمــع محصــولات حاصل 
از رنگبــري و آروماتيــك آمين‌هايــي اســت كــه ســمي بــوده 
ــد ]8[. ــراي ميکروارگانيســم ايجــاد بازدارندگــي ميك‌نن و ب
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Gb شکل1- بهینه‌سازی غلظت رنگ توسط باکتری

همچنيــن در برخــي مــوارد افزايــش غلظــت رنــگ منجــر 
بــه بلوکــه شــدن مناطــق فعــال1 آنزيــم آزورداکتــاز و در 
نتيجــه کاهــش ميــزان رنگبــري مي‌گــردد ]9 و 10[

همچنیــن رنگهــا ســنتز اســیدهای نوکلئیــک و همچنیــن 
ــای  ــا در غلظت‌ه ــد ]1[. ام ــار می‌کنن رشــد ســلول را مه
کمتــر از ppm 40، بــه دلیــل آنکــه رنــگ به‌‌عنــوان منبــع 
غذایــی محســوب شــده اســت و از رنــگ به‌‌عنــوان منبــع 
كربنــي اســتفاده مي‌شــود، بــا افزایــش غلظــت، رنــگ بری 
                                                                                     ،40 ppm افزایــش یافتــه اســت. یعنــی تــا قبــل از غلظــت
ارزش غذايــي رنــگ بــر اثــر ســمي آن غالب اســت. دریافت 
دیگــری کــه می‌تــوان از روی شــکل 1 داشــت ایــن اســت 
ــا، در  ــی غلظت‌ه ــری را در تمام ــترین رنگب ــه Gb بیش ک
ســومین بــار نمونه‌گیــری داشــته اســت )پــس از 6 روز( و 
ــدار  ــی از مق ــدی اندک ــای بع ــد از آن در نمونه‌گیری‌ه بع
ــط  ــری توس ــه رنگب ــت. از آنجایی‌ک ــده اس ــته ش آن کاس
ســلول‌ها بــه میــزان رشــد آنهــا بســتگی دارد در روزهــای 
ــا ششــم، باکتــری از منبــع کربنــی رنــگ اســتفاده  اول ت
کــرده و رشــد یافتــه و میــزان رنگبــری افزایــش یافتــه و از 
روز ششــم بــه بعــد براثــر کاهــش رشــد رنگبــری کاهــش 
ــی  ــویه Gb در دوازده روز متوال ــرد س ــت. عملک ــه اس یافت
ــم  ــکل2 رس ــه( در ش ــت بهین ــت ppm 40 )غلظ در غلظ

شــده اســت.
تاثير pH بر رنگ‌زدايي

درايــن مرحلــه، فاکتورمتغيــر pH اســت و هــدف به‌دســت 
ــن  ــه اي ــت. ب ــگ اس ــذف رن ــت ح ــه جه آوردن pH بهین

ــه به‌دســت  ــا غلظــت بهين ــي ب ــاي رنگ منظــور، محلول‌ه
ــه  ــف تهي ــاي مختل ــل را در ‌pHه ــه قب ــده در مرحل آم
ــدت 10 روز  ــه م ــا، ب ــح باکتري‌‌ه ــس از تلقي ــرده و پ ک
در دمــاي C°35 گرماگــذاري انجــام شــد. در مرحلــه 
بــازه زمانــی 12 روزه در نظــر  بهینه‌ســازی غلظــت، 
ــاهده  ــل مش ــه قب ــه در مرحل ــان ک ــد و همچن ــه ش گرفت
ــم  ــم و دوازده ــده در روز ده ــت آم ــر به‌دس ــد مقادی ش
ــود و در مــورد pH و دمــا  ــا بســیار نزدیــک ب یکســان و ی
ــل در بهینه‌ســازی ــن دلی ــه همی ــود، ب ــز همین‎طــور ب نی

pH و دمــا، نتایــج ده روز ارائــه شــده اســت؛ چــون نتایــج 

ــگ  ــط رن ــود. pH محی ــان ب ــم یکس ــم و دوازده روز ده
بــری آمــاده شــده 6 می‌باشــد و بــالا بــردن pH بــا کمــک 
NaOH یــک نرمــال از پیــش اتــوکلاو شــده، انجــام گرفت.

نتايــج نمونه‌گيــري در روزهــاي دوم، چهــارم، ششــم، 
ــه منظــور بهینه‌ســازی pH، در شــکل3  هشــتم و دهــم ب
آمده‌انــد و شــکل 4 عملکــرد باکتــری در pH=9 و غلظــت

ــا، ســویه  ــه يافته‌ه ــا توجــه ب ــه(، اســت. ب ppm 40 )بهین

ــيعي از pH، ]10-6[ داراي  ــدوده وس ــر در مح ــورد نظ م
ــرای  ــت، ب ــن قابلي ــد. اي ــی می‌باش ــل قبول ــري قاب رنگب
اســتفاده از ایــن باکتــری درفرآیندهــای رنگبــری، امتیازی 
ــاهده  ــر مش ــای دیگ ــدرت در باکتري‌ه ــه ن ــه ب ــت ک اس
شــده اســت ]11 و 12[. در ایــن مرحلــه، بيشــترين مقــدار 
pH=9 40 و ppm رنگبــري در ایــن ســويه 80%، درغلظــت

و پــس از 10روز گرماگــذاری حاصــل شــد.

1. Active Site
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در ســويه‌هاي Gb بــا افزایــش pH، زمــان مــورد نيــاز بــراي 
رســيدن بــه بيشــترين مقــدار رنگبــري افزايــش يافــت و 
در هــر بــار نمونه‌گیــری در مقایســه بــا hr 48 قبــل، 
افزایــش چشــمگیری داشــت .در pH=10 و در روز هشــتم 
بــه بالاتریــن رنگبــری رســیده و آن مقــدار در روز دوازدهم 
ثابــت مانــد کــه بنــا بــه دلایــل گفتــه شــده اطلاعــات روز 

دوازدهــم تکــرار نشــده اســت. 

ــن اســت  ــق ای ــن تحقی ــر در ای ــه دیگ ــب توج ــه جال نکت
ــت،تا  ــازی اس ــه س ــور بهین ــن فاکت ــر گذارتری ــه pH اث ک
ــا 9، %32  ــش pH از 6 ت ــا افزای ــویه bG ب ــه در س ــا ک آنج
ــري  ــش رنگب ــن افزاي ــت. اي ــه اس ــش یافت ــری افزای رنگب
ــش  ــا افزاي ــا، ب ــد باکتري‌ه ــش رش ــه افزاي ــوان ب را مي‌ت
ــري  ــاي مســئول رنگب ــت آنزيم‌ه ــش فعالي ــا افزاي pH و ي

انتقــال  نســبت داد ]7[. تاثيــر pH بــه تاثیــر آن در 
ــم  ــلول‌هاي ميکروارگانيس ــاي س ــه غش ــگ ب ــول رن مولک
ــدود  ــه مح ــد مرحل ــر می‌رس ــه نظ ــه ب ــت ک ــط اس مرتب
 pH ــازی ــج بهینه‌س ــت ]9[. نتاي ــري اس ــده در رنگب کنن
ــگ  ــورد رن ــی در م ــورد بررس ــویه م ــد، س ــان می‌دهن نش
-6[ pH دی نفتــول نارنجــی قابلیــت رنگبــری در محــدوده

ــيعي از  ــري در محــدوده وس ــي رنگب ــد. تواناي 10[ را دارن

pH پارامتــري مهــم در بحــث رنگبــري بيولوژيکــي اســت 

چــرا کــه ايــن امــر قابليــت ميکروارگانيســم مــورد مطالعــه 
ــل  ــه دلي ــه ب ــي ک ــاب‌هاي رنگ ــي پس ــت پالاي را در زيس
حضــور يون‌هــاي فلــزي داراي نوســانات pH هســتند، 
نشــان مي‌دهــد ]9 و 13[. بالاتريــن ميــزان رنگبــري 
ــگ اســت.  ــا 80% حــذف رن ــه ب ــن مرحل ســويه Gb در ای
ــه  ــا توجــه ب ــن مقــدار پــس از 10روز حاصــل شــد. ب وای
ــر،                                                                                     ــق حاض ــازي pH در تحقي ــل از بهينه‌س ــه حاص نتيج
pH=9 بــراي ســويه Gb به‌‌عنــوان pH بهینــه در آزمايشــات 

ــت.  ــرار گرف ــورد اســتفاده ق بعــدي م
تاثير دما

به‌دســت  و  مختلــف  دماهــاي  تاثيــر  بررســي  بــراي 
ــج  ــري، نتای ــن رنگب ــراي بالاتری ــا، ب ــن دم آوردن بهتري
بهينه‌ســازی مراحــل قبلــي ثابــت نگهداشــته شــده 
ــط  ــور محي ــن منظ ــه اي ــت. ب ــا اس ــر، دم ــور متغي و فاکت
ــت   ــت NaClا)w/v( 5% و pH=9  وغلظ ــا غلظ ــری ب رنگب
ppm 40 و تلقيــح باکتري‌هــاي Gb، دماهــاي مختلــف 

گرماگــذاری شــدند.  )35 ،36 ،37 ،38 ، و39   40°C(
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در ایــن پژوهــش، بنــا بــه دلایلــی کــه در مبحــث غلظــت 
ــرای بررســی غلظــت در  ــر شــد، محــدوده وســیعی ب ذک
                                                       35-40°C نظرگرفتــه شــد ؛ امــا دمــا، فقــط در محــدوده
بررســی می‌شــود؛ زیــرا: مطالعــات نشــان مي‌دهنــد 
كــه افزايــش دمــا در تســريع فرآينــد رنگبــري نیــز 
ــيدن  ــرعت بخش ــب س ــا موج ــش دم ــت وافزاي ــر اس مؤث
ــش  ــن افزاي ــي اي ــد بيولوژيكــي اســت ]13[، ول ــه فرآين ب
ــوب  ــه مطل ــه نتيج ــيدن ب ــراي رس ــخصی ب ــد مش ــا ح ت
ــزان  ــتر از می ــا بيش ــش دم ــه افزاي ــرا ک ــي دارد چ كاراي
بهینــه، بــر فعاليــت آنزيمــي ميکروارگانيســم‌ها اثــر 
منفــی دارد ]3[. پایین‌تریــن دمــای مفیــد بــرای فعالیــت 
میکروارگانیســم‌ها C°35 و بالاتریــن دمــای موثــر، 40 
ــه همیــن دلیــل در ایــن پژوهــش،  ــا C°42 می‌باشــد؛ ب ی
ــه  ــازه C -35°40 پرداخت ــا در ب ــور دم ــی فاکت ــه برس ب
ــاي  ــري در زمان‌ه ــا نمونه‌گي ــت ]3 و 9 و 7[. ب ــده اس ش
منظــم و خوانــدن جــذب در طــول مــوج ماکزيمــم رنــگ 
ــکل5  ــج، در ش ــده و نتاي ــبه ش ــري محاس ــد رنگب و درص
آورده شــده اســت. رنگبــری در شــرایط بهینــه در شــکل 6 
ــای باکتــری  آخریــن مرحلــه بهینه‌ســازی اســت کــه توان

ــد . ــان می‌ده ــه نش ــرایط بهین Gb را در ش

 40°C ــا ــا از 35 ت ــش دم ــکل‌ها، افزاي ــه ش ــه ب ــا توج ب
در مقایســه بــا تاثیــر فاکتــور غلظــت و pH، اثــر افزاينــده‌ 
بــر رنگبــري ســويه نداشــت. شــاید بــه همیــن دلیــل در 
برخــی از پژوهش‌هــا، دمــا ثابــت نگــه داشــته شــده اســت 
ــی در  ــر محسوس ــی C -35°38 تغیی ــازه دمای ]14[. در ب
ــا افزایــش  رنگبــری مشــاهده نشــد و افزایــش رنگبــری ب
 ،Gb ــری ــای C°38 باکت ــود، دردم ــدک ب ــیار ان ــا بس دم
ــل داشــتند  ــه قب ــه مرحل ــری نســبت ب ــش رنگب 8% افزای
ــری  ــای C°39 و C°40 رنگب ــی در دماه ــداز آن، یعن و بع

کاهــش یافــت. ايــن می‌توانــد بــه دليــل كاهــش فعاليــت 
زيســتي باكتري‌هــا يــا دناتــوره شــدن آنزيــم آزورداكتــاز 
ــه  ــم و ب ــری، در روز شش ــگ ب ــن رن ــد ]9[. بالاتری باش
 IR, HPLC, ــامل ــدي ش ــاي بع ــود. آناليزه ــزان 88% ب می
بــرای  آمــده،  به‌دســت  بهينــه  شــرايط  در   UV-Vis

ــد. ــری انجــام پذيرفتن ــر رنگب ــن مقادی بالاتری

بررسي مکانيسم‌های رنگبري 

بررســي طيــف UV-Vis )مــاوراء بنفــش- مرئــي( محيــط 
قبــل و بعــد از رنگبــري: روش اســپکفوتومتري روش کيفي 

مناســبي بــراي تشــخيص مکانيســم رنگبــري مي‌باشــد.
ــه  ــط نمون ــکل‌های UV-Vis محي ــی ش ــک در تمام دو پي
ــل  ــاهد )قب ــاي ش ــکن‌هاي محيط‌ه ــود؛ اس ــده می‌ش دی
ــه  ــوط ب ــري مرب ــداز رنگب ــاي بع ــري( و محيط‌ه از رنگب
روزي هســتند کــه بيشــترين درصــد رنگبــري در آن 
مشــاهده شــد )روز ششــم( يــک پيــک در محــدوده 
نامرئــي )nm 290( و يــک پيــک در محــدوده مرئــي                                                                                 
ایــن  ارتفــاع  کــه  اســت  واضــح  البتــه،   ،)500 nm(
ــده  ــم ش ــدت ک ــه ش ــه ب ــای نمون ــا در محیط‌ه پیک‌ه
و ایــن کاهــش ارتفــاع، دلیــل قطعــی بــر رنگبــری اســت. 
همچنیــن لازم توجــه اســت کــه پیــک ناحیــه مرئــی کــه 
از اهمیــت بیشــتری برخــوردار اســت، بــه شــدت کاهــش 
یافتــه اســت. شــکل اســکن‌هاي محيط‌هــاي شــاهد 
)قبــل از رنگبــري( و محيط‌هــاي بعــداز رنگبــري مربــوط 
ــه روزي هســتند کــه بيشــترين درصــد رنگبــري در آن  ب
مشــاهده شــد ســويه Gb، روز ششــم بيشــينه جــذب بتــا 
نفتــول نارنجــی در ناحيــه مرئــي در nm 480 اتفــاق 
مي‌افتــد کــه محیــط شــاهد و محیــط رنگبــری شــده را  

ــرد.  ــه ک ــوان مقایس ــکل 8 می‌ت ــکل 7 و ش در ش

شکل6- رنگ بری در دمای بهینهشکل5- بهینه‌سازی دما
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 )w/v( اNaCl ،40 بتا نفتول نارنجی ppm )شکل 7- )محیط شاهد
اpH=9 ،%5 و C°ا38ا = T و اسکن‌هاي محيط‌هاي شاهد )قبل از 
رنگبري( مربوط به روز ششم است. دو پيک در تمامی شکل‌های 

UV-Vis محيط‌هاي شاهد دیده می‌شود؛ يک پيک در محدوده نامرئي 
.)500 nm( و يک پيک در محدوده مرئي )290 nm(

شکل 8- )محیط نمونه(: ppm 40 بتا نفتول نارنجی، NaClا 
)w/v( اpH=9 ،%5 و C°ا38ا = T در همان شرایط، البته در حضور 

باکتری Gb )محیط‌های رنگبری شده(.

3/000
2/700
2/400
2/100
1/800
1/500
1/200
0/900
0/600
0/300
0/000

3/000
2/700
2/400
2/100
1/800
1/500
1/200
0/900
0/600
0/300
0/000

شاهد  محيط‌هاي   UV-Vis شکل‌های  تمامی  در  پيک  دو 
 )290  nm( نامرئي  محدوده  در  پيک  يک  می شود؛  دیده 
این  و يک پيک در محدوده مرئي )nm 500(ودر مقایسه 
پیک‌ها و پیک‌های محیط نمونه، واضح است که ارتفاع این 
پیک‌ها در محیط‌های نمونه به شدت کم شده واین کاهش 
ارتفاع ، دلیل قطعی بر رنگبری است. همچنین لازم توجه 
است که پیک ناحیه مرئی که از اهمیت بیشتری برخوردار 

است، به شدت کاهش یافته است.
HPLC کروماتوگرام

ایــن روش ماننــد روش اســپکفوتومتري روش کيفــي 
مناســبي بــراي تشــخيص مکانيســم رنگبــري مي‌باشــد. در 
ایــن روش ارتفــاع پیک‌هــا قبــل و بعــد از رنگبــری بررســی 
می‌شــود، پاییــن آمــدن ارتفــاع پیک‌هــا، بــه ایــن معنــی 

اســت کــه رنگبــری انجــام شــده اســت.

ــدی  ــای بلن ــری، پیک‌ه ــه رنگب ــط پای ــرام محی کروماتوگ
را اندکــی پــس از 11 و min 19 نشــان می‌دهــد کــه 
پیــک حاصــل از حضــور خــود رنــگ اســت. اســکن 
ــد  ــط بع ــري( و محي ــل از رنگب ــاهد )قب ــاي ش محيط‌ه
در  روز ششــم،  در  رنگبــری  بــه  مربــوط  رنگبــري  از 
ــري  ــد رنگب ــترين درص ــه بيش ــت ک ــه اس ــرایط بهین ش
پیک‌هــای   .)%88( اســت  شــده  مشــاهده  آن  در 
ــده  ــده دی ــری ش ــای رنگب ــی در محیط‌ه ــیار کوچک بس
ــدارد                                                                               ــود ن ــی وج ــاهد رنگ ــط ش ــه در محی ــود ک می‌ش

ــد  ــک می‌توان ــای کوچ ــن پیک‌ه ــکل‌های 9 و 10(. ای )ش
ناشــی از رشــد و یــا خــود اجــزای محیــط کشــت باشــند.

IR بررسی مکانیسم رنگبری با استفاده از
در  است.   Vis ناحیه  در  جذب  اشیا،  دیدن  رنگی  علت 
شکل‌های IR، هنگامی‌که در بیشتر از cm-1 3000، جذبی 
دیده می شود، مربوط به انتقال الکترون از تراز л به ٭л است.

ــه  ــوط ب ــال مرب ــن انتق ــی ای ــول نارنج ــا نفت ــورد بت در م
)N=N( می‌باشــد. وقتــی جذبــی در ناحیــه دیــده نشــود، 
نشــان‌دهنده عــدم حضــور گروه‌هایــی اســت کــه در 
ــه ٭л انجــام نمی‌شــود، یعنــی در مــورد  آنهــا انتقــال л ب
ــدارد.  ــود ن ــرون وج ــال الکت ــن انتق ــات دی آزو ای ترکیب
ــدروژن در  ــریع هی ــال س ــذب انتق ــه ج ــی ک و در صورت
داخــل یــک ملکــول، مثــل رزونانــس یــک عامــل جــذب 
نــور UV اســت و عاملــی اســت کــه باعــث می‌شــود 
ترکیبــات عــاوه بــر جــذب UV در ناحیــه Vis هــم جــذب 
ــل  ــدت کربونی ــوند ش ــده ش ــی دی ــند و رنگ ــته باش داش
ــوب در  ــری مطل ــوب و توتوم ــس مطل ــان‌دهنده رونان نش
ــه،  ــورد مطالع ــگ م ــن دررن ــت بنابرای ــب اس ــک ترکی ی
 1638 cm-1 کــه در حــدود IR شــدت پیــک کربونیــل در
می‌باشــد، می‌توانــد بــه دلیــل توتومــری باشــد و کاهــش 
شــدت جــذب در Gb، درحــدود cm-1 1638 می‌توانــد بــه 

ــری باشــد. ــل قطــع توتوم دلی

)nm( طول موج )nm( طول موج
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85بررسی توانایی رنگبری...

 HPLC محیط شاهد(: پیک حاصل از HPLC شکل 9- )پیک
بعد از 11/999 دقیقه در غلظت ppm 40 بتا نفتول نارنجی،                    

 .T = ا38ا°C و pH=9 ،% 5ا )w/v( اNaCl

شکل 10 - )پیک HPLC محیط رنگبری شده(: در همان شرایط، 
البته در حضور باکتری Gb که منجر به رنگبری شده است.

 T = ا38ا°C و pH= 9 ،%5ا )w/v( اNaCl ،40 بتا نفتول نارنجی ppm است که در شرایط عبارت از IR شکل11- پیک‌های حاصل از طيف‌های
ایجاد شده‌اند.

شکل 12- پیک‌های حاصل از طيف‌های IR در همان شرایط البته در حضور باکتری Gb است، که منجر به رنگبری شده‌اند.
)cm-1( عدد موج

)cm-1( عدد موج
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نتیجه‌گیری

 )w/v(اNaCl،اpH=9( تحــت شــرایط بهینــه Gb 1- ســويه
5% و C°ا38ا = T. و غلظــت ppm 40(، 88% قابلیــت رنگبری 
از رنــگ بتــا نفتــول نارنجــی دارد و طیف‌هــای حاصــل از 
IR,UN-Vis,HPLC مویــد ایــن رنگبــری قــوی می‌باشــد.

2- غلظــت دو بخــش غلضت‌هــای کمتر ppm 40 و بیشــتر 
                                                                                        40 ppm 40 انجــام شــد. در محــدوده قبــل از ppm از
ــای  ــش و در غلظت‌ه ــری افزای ــش غلظــت، رنگب ــا افزای ب
ــش  ــری کاه ــت، رنگب ــش غلظ ــا افزای ــالای ppm 40 ب ب
ــش  ــا افزای ــر از 40 ب ــای کمت ــی در غلظت‌ه ــت. یعن یاف
غلظــت رنــگ، اثــر غذایــی و منبــع کربنــی بــودن غالــب 
اســت و در غلظت‌هــای بالاتــر از 40 بــا افزایــش غلظــت، 
ــودن رنــگ غالــب می‌شــود و موجــب مهــار  اثــر ســمی ب
فعالیــت متابولیکــی، ســنتز اســیدهای نوکلئیــک و رشــد 
باکتری‌هــا می‌شــود. کم‌تریــن رنگبــری متعلــق بــه 
 40 ppm 125 و بیشــترین رنگبــری متعلــق بــه ppm

می‌باشــد. 
بالاتریــن  بررســی  مــورد  غلظت‌هــای  تمامــی  در   -3
رنگبــری در روز ششــم )ســومین بــار نمونه‌گیــری( اتفــاق 
ــلول‌ها،  ــط س ــری توس ــه رنگب ــت . از آنجایی‌ک ــاده اس افت
بــه میــزان رشــد آنهــا بســتگی دارد؛ در روزهــای اول تــا 
ششــم باکتــری از منبــع کربنــی رنــگ اســتفاده کــرده و 
ــه و از روز  ــش یافت ــری افزای ــزان رنگب ــه و می ــد یافت رش

ــش  ــری کاه ــد، رنگب ــش رش ــر کاه ــد براث ــه بع ــم ب شش
یافتــه اســت. 

ــی 10(  ــیعی از pH )6 ال ــدوده وس ــویه Gb در مح 4- س
ــت  ــن قابلی ــه ای ــت ک ــی اس ــل قبول ــری قاب دارای رنگب
ــر  ــای دیگ ــدرت در باکتری‌ه ــه ن ــه ب ــت ک ــازی اس امتی

یافــت می‌شــود ]12 و 11[.
5- بــا افزایــش pH زمــان مــورد نیــاز بــرای رســیدن بــه 
ــر  ــد. و در ه ــش میی‌اب ــری افزای ــدار رنگب ــترین مق بیش
ــش  ــل افزای ــا hr 48 قب ــه ب ــری در مقایس ــار نمونه‌گی ب
چشــمگیری دارد.ایــن افزایــش رنگبــری را می‌تــوان 
بــه افزایــش رشــد باکتری‌هــا و یــا افزایــش فعالیــت 

آنزیم‌هــای موثــر در رنگبــری نســبت داد ]7[.
pH -6 اثــر گذار‌تریــن فاکتــور در بهینه‌ســازی اســت 
به‎طوریکــه در ایــن ســویه بــا افزایــش pH از 6 تــا9، %32 

ــد. ــش میی‌اب ــری افزای رنگب
7- بــا توجــه بــه پژوهش‌هایــی کــه بــه بررســی اثــر دمــا 
پرداخته‌انــد پایین‌تریــن دمــای مفیــد بــرای فعالیــت 
ــر 40  ــای موث ــن دم ــرو ارگانیســم‌ها C° 35 و بالاتری میک
ــای 35  ــل دم ــن دلی ــه همی ــد. )3، 6، 9 و 15( ب می‌باش
تــا C° 40 بررســی شــد امــا بــا افزایــش دمــا تغییــر قابــل 
 38 °C ملاحظــه‌ای ایجــاد نشــد. بــا افزایــش دمــا از 35 تــا
رنگبــری فقــط 8 درجــه افزایــش یافــت و از دمــای 38 تــا 

C° 40 رنگبــری کاهــش یافــت.
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