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بررسی توانایی رنگبری رنگ آزو بتا نفتول 
 Halomonaz نارنجی توسط باکتری نمک دوست
Strain Gb و بهینه سازی 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، ايران
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3- گروه شیمی، دانشکده علوم پايه، دانشگاه آزاد واحد تهران شمال، ايران

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 تواناي در اي
فاکتــور غلظــت، pH و دمــا بــر رنگبــری بررســی می شــود. بــا اســتفاده از ثابــت نگهداشــتن يــک عامــل و تغییــر عوامــل ديگــر شــرايط 
بهینــه رنگبــری، حاصــل می شــود. بالاتريــن درصــد رنگبــری 88% اســت کــه درغلظــت ppm 40 و دمــای C˚38 و pH=9، پــس از 6 روز 
گرماگــذاری به دســت آمــد. غلظــت در محــدوده وســیع ppm-15 125 بررســی شــد و بــه همیــن دلیــل توانايــی باکتــری در رنگبــری 
ــدوده  ــش pH در مح ــا افزاي ــود و ب ــور، pH ب ــن فاکت ــد. اثر گذارتري ــل ش ــتر از ppm 40 تحلی ــر و بیش ــای کمت ــش غلظت ه در دو بخ
6-9، رنگبــری به طــور چشــمگیری افزايــش يافــت. فاکتــور دمــا در محــدوده C- 35˚40 تاثیــر چندانــی بــر رنگبــری نداشــت. مقايســه 
 IR ــای حاصــل از ــری در طیف ه ــده توتوم ــن مشــاهده پدي ــری و همچنی ــد از رنگب ــل و بع ــای حاصــل از HPLC و UV-Vis قب طیف ه
ــر نمــک اســت، در تمامــی مراحــل  ــل توجــه می باشــد. به علــت اينکــه باکتــری مذکــور نمــک دوســت و تحمل پذي مويــد رنگبــری قاب

آزمايــش )W/V( 5% کلريدســديم در نظــر گرفتــه شــده اســت.
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مقدمه

به  عنــوان  گســترده اي  به طــور  ســنتزي  رنگ هــاي 
غذايــي،  نســاجي،  صنايــع  در  رنگ کننــده  عناصــر 
کاغذســازي، آرايشــي، دارويــي، چــاپ و نیــز صنايــع 

نفــت و پتروشــیمي مــورد اســتفاده قــرار مي گیرنــد 
ــت  ــده طبیع ــوده کنن ــواد آل ــا از م ــن رنگ ه ]1 و 2[.اي
ــات  ــا پســاب کارخانج ــراه ب ــه هم ــد ک ــمار مي آين ــه ش ب

صنعتــي وارد محیــط زيســت می شــوند.

عــاوه بــر اثــر رنگــي مشــهود و ايجــاد ظاهــر نامناســب و 
ــر COD، بســیاري  افزايــش شــاخص هاي آلايندگــي نظی



77بررسی توانایی رنگبری...

از رنگ هــاي مصنوعي ســمي، جهــش زا، ســرطان زا و مقاوم 
رنگ هــاي  متداول تريــن   .]2[ مي باشــند  تجزيــه  بــه 
ــروه  ــن گ ــت و بزرگ تري ــه در صنع ــه کار رفت ــي ب مصنوع
ــاي آزو  ــا رنگ ه ــه حــدود 70% آنه ــاي ســنتزي ک رنگ ه
ــروژن  ــروژن- نیت ــه نیت ــد دوگان ــا پیون ــه ب ــند ک مي باش
ــوند.  ــناخته مي ش ــک ش ــاي آروماتی ــه آمین ه ــل ب متص
ــه  ــه نســبت ب ــده اند ک ــوري طراحــي ش ــا ط ــن رنگ ه اي
نــور و مــواد شــیمیايي مقــاوم بــوده و بــه راحتــي تجزيــه 
نمي شــوند. همچنیــن بســیاري از ايــن ترکیبــات، ســمي، 
جهــش زا )موتــاژن( و ســرطان زا بــوده و بــه دلايــل ذکــر 
شــده، رهــا شــدن آنهــا در محیــط زيســت و آب هــاي آزاد 
و زيرزمینــي، آلودگي هــا و خطــرات زيســت محیطــي 

جــدي مي آفرينــد. ]3 و 4[. 
ــل روش هــاي  رنگ هــاي آزوي موجــود در پســاب در مقاب
معمــول تصفیــه مقــاوم هســتند و دلیــل ايــن امــر مقــاوم 
بــودن پیونــد شــديداً الکتــرون کشــنده آزو بــه اکســیژنازها 
]5[ و همچنیــن گروه هــاي آروماتیــک بزرگــي اســت کــه 

پیونــد آزو متصلنــد ]3[. 

ــي  ــه پســاب هاي صنعت ــراي تصفی ــي ب ــاي مختلف روش ه
حــاوي رنگ هــاي ســنتزي وجــود دارد. ايــن روش هــا در 
ســه گــروه فیزيکــي، شــیمیايي و بیولوژيکــي طبقه بنــدي 

مي شــوند ]3[. 
ــه  ــوان ب ــي مي ت ــیمیايي و فیزيک ــاي ش ــه  روش ه از نمون
جــذب ســطحي اکسیداســیون، لخته ســازي و فرآيندهــاي 
ــه  ــود اينک ــا وج ــا ب ــن روش ه ــود. اي ــاره نم ــايي اش غش
ــذف  ــالاي ح ــت ب ــالا و قابلی ــل ب ــرعت عم ــولاً س معم
ــون  ــي همچ ــه دلايل ــا ب ــتند ]3[، ام ــا را دارا هس رنگ ه
ــي  ــدم کاراي ــن، ع ــي پايی ــالا، بازده ــي ب ــه عملیات هزين
ــولات  ــد محص ــا، تولی ــترده اي از رنگ ه ــف گس ــراي طی ب
جانبــي کــه ســمي بــوده و نیــاز بــه تصفیــه و پاکســازي 
ــراي اســتفاده در  ــظ، ب ــد لجــن غلی ــد و تولی مجــدد دارن
ــق  ــل موف ــي، راه ح ــاب هاي رنگ ــري پس ــه و رنگب تصفی
 COD و   BOD عــاوه  بــه   ،]6[ نیســتند  مناســبي  و 
ــزي  ــاي فل ــور يون ه ــا، pH و حض ــودن دم ــالا ب ــالا، ب ب
در ايــن پســاب ها از دلايــل ديگــر ناکارآمــد ســاختن 
ــل  ــه دلی ــاي زيســتي ب ــا اســت ]1[. روش ه ــن روش ه اي

ســازگاري بــا طبیعــت )عــدم نیــاز بــه مــواد شــیمیايي( ، 
راهبــري آســان و هزينــه کمتــر جهــت حــذف ايــن مــواد 
از پســاب هاي صنعتــي حائــز اهمیــت هســتند. فرآيندهاي 
ــورت  ــي به ص ــاب هاي رنگ ــه پس ــراي تصفی ــي ب بیولوژيک
هــوازي، بي هــوازي و يــا ترکیبــي از ايــن دو روش يعنــي 
ــاي  ــون رنگ ه ــرد. چ ــام مي گی ــوازي انج ــوازي- ه بي ه
ــره  ــه در زنجی ــتند هنگامي ک ــدن هس ــا ش ــل احی آزو قاب
الکتــرون  به  عنــوان  ريزموجــودات،  الکتــرون  انتقــال 

گیرنــده عمــل مي کننــد بي رنــگ مي شــوند ]8[.

ــتن  ــا شکس ــا ب ــط باکتري ه ــاي آزو توس ــري رنگ ه رنگب
ــکیل  ــه تش ــر ب ــه منج ــد آزو ک ــوازي بان ــاء( بي ه )احی
آروماتیــک آمین هــاي ســازنده رنــگ مي شــود انجــام 
مي گیــرد. عــدم کارايــي مناســب در فرآيندهــاي رنگــرزي 
ــه وارد  ــه کار رفت ــگ ب باعــث مي شــود کــه 30-70% از رن
ــرزي در  ــي از رنگ ــن در مراحل ــود ]1[. همچنی ــاب ش پس
ــاي  ــي ار نمک ه ــردن کاراي ــالا ب ــراي ب ــع نســاجي ب صناي
محلــول ماننــد کلريــد ســديم يــا کلريــد پتاســیم اســتفاده 
مي شــود ]2[. در نتیجــه از آنجــا کــه باکتري هــاي نمــک 
بالايــي  تحمل پذيــري  نمــک،  تحمل پذيــر  و  دوســت 
نســبت بــه شــرايط ســخت محیطــي ماننــد وجــود مقــدار 
ــنگین و  ــزات س ــد فل ــده مانن ــواد آلاين ــک و م ــالاي نم ب
اکســي آنیون هــا از خــود نشــان مي دهنــد، انتخــاب 
ــراي پســاب هاي حــاوي فلــزات ســمي  بســیار مناســبي ب

ــد.   ــر مي آين ــه نظ ــا ب ــزي رنگ ه ــس فل و کمپلک

در ايــن تحقیــق از میــان باکتری هــای نمــک دوســتی کــه 
ــويه ها  ــی از س ــد ]3[، يک ــری دارن ــی در رنگب ــی خوب تواناي
انتخــاب شــده و مشــخصا توانايــی رنگبــری آن ســويه جهت 
ــه در  ــول در آب ک ــای آزوی محل ــی از رنگ ه ــري يک رنگب
ــور  ــه فاکت ــر س ــزان اث ــد، و می ــرف می باش ــت پرمص صنع
موثــر بــر رنگبــری، بررســی و بهینه ســازی انجــام می شــود. 

مواد و روش ها
ميكروارگانيسم مورد استفاده

به منظور   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  میکروبیولــوژي  دپارتمــان  پژوهشــي  گــروه 
تهــران جداســازي و شناســايي شــده اســت. ]1 و 7[. 
 NCBI و در ســايت DQ 382909 ،شــماره دســت يابي(

ــت شــده اســت(.  ثب

محيط كشت نگهداري باكتري ها

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

نمونه هــا پــس از کشــت دادن در محیــط 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 كشت رنگبري

Minimal medium for denitrifying bacte-(  بــه محیــط
ــه میــزان  ــه دلیــل 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 به  عن ــود رن از خ
تمــام مــواد تشــکیل دهنــده محیــط 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 شیمي دانشگاه آزاد واحد تهران مرکز سنتز 
شده است. رنگ از پیگمنت هاي دي آزوي محلول در آب 
بوده، با فرمول شیمیايي C6H11N2 SO4Na و وزن مولکولي 
g/mol 350 مي باشد. همچنین از NAOH يک نرمال  جهت 

تنظیم pH، استفاده شده است. 

رنــگ  پــودر  رنــگ:  اســتوک  آماده ســازي  روش 
می باشــد  آب  در  محلــول  کــه  نارنجــی  نفتــول  دی 
 min مــدت  بــه  و   %0/25  )w/v( میــزان  بــه  را 
                                                                               )Ultrasonic bath( اولتراســونیک  حمــام  در   15
ــا  ــدار بت ــن مق ــد. در تعیی ــوکاو 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( حالیــت رنــگ در محیــط رنگبــري در غلظــت
0/25% از بتــا نفتــول نارنجــی مشــاهده شــد و در مقاديــر 
ــش  ــد. کاه ــت ش ــار اف ــت دچ ــر، حالی ــر و پايین ت بالات
حالیــت در مقاديــر بالاتــر از )w/v( 0/25%، مي توانــد 
ــط باشــد. در بحــث  ــاي کشــش ســطحي مرتب ــه نیروه ب
رنگبــري، اولیــن قــدم حــل شــدن رنــگ محیــط رنگبــري 
                                                                                ،%0/25 )w/v( ــب درصــد ــل ترکی ــن دلی ــه همی اســت. ب
به  عنــوان مقــداري ثابــت در تمامــي مراحــل آزمايــش در 
نظــر گرفتــه شــد. در ايــن مطالعــه خــود رنــگ به  عنــوان 
ــرژي جهــت مصــرف میکروارگانیســم ها  منبــع کربــن و ان

ــت. اس
روش آماده سازي محیط رنگبري : 

محیــط Minimal medium به همــراه )w/v( 5% نمــک 
ــديم:  ــد س کلري

محلول A: ترکیبات 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: ترکیبات در ml 50 آب مقطر
1 g :اMgSO4.7H2O

محلول C: ترکیبات 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 محلول ه
شــده و پــس از خنــک شــدن تــا دمــاي محیــط، محلــول 
 D و محلــول C 5 از محلــول ml و B 5 از محلــول ml بــا A
تــا رســیدن به حجــم نهايــي ml 500 در شــرايط اســتريل 
مخلــوط شــدند )درصــد نمــک بــا توجــه بــه حجــم نهايــي 
ــا  ــزان pH ب ــپس می ــود( و س ــبه مي ش ml 1000 محاس

NaOH يــک نرمــال تنظیــم شــد. 

روش انجام آزمايشات رنگبري

ــول  ــري، محل ــه رنگب ــط پاي ــازی محی ــاده س ــد از آم بع
 ،pH يــک نرمــال اســتريل شــده را جهــت تنظیــم NaOH
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                                                                                              15 ml .مورد نظر برسد pH به محیط پايه اضافه می شود تا به
بزرگ(  )سايز   30  ml لوله هاي  درون  رنگبري  محیط  از 
کلني  لوپ  يک  آزمايش  لوله  هر  به  سپس  و  شده  توزيع 
خالص تلقیح شد. بعد از تلقیح، لوله ها به مدت 12 روز در 
دماي C°35 در شرايط استاتیک گرماگذاري شدند تا عمل 

رنگبري صورت گیرد.
روش بررسي اثر فاكتورهاي مختلف بر رنگبري

 pH ــت و ــا، غلظ ــل دم ــه عام ــر س ــش تاثی ــن پژوه در اي
ــل  ــک عام ــر ي ــا تغیی ــود و ب ــي می ش ــري بررس ــر رنگب ب
ــل1  ــر عوام ــتن ديگ ــه داش ــت نگ ــش و ثاب ــر آزماي در ه
ــن روش را  ــه اختصــار اي ــه ب ــازی انجــام شــد؛ ک بهینه س

می نامیــم.   OFAT

ــر داده شــده و  ــل تغیی ــک عام ــط ي ــش، فق ــر آزماي در ه
ــته  ــت نگهداش ــه ثاب ــل پاي ــوان عوام ــل به  عن ــاير عوام س
شــدند و نتیجــه به دســت آمــده در هــر مرحلــه، در 
مراحــل بعــد مــورد اســتفاده قرارگرفــت. شــرايط بهینــه 
بــا تغییــر پارامترهــاي غلظــت رنــگ، pH، و دمــاي 
ــودن  ــت نمــک دوســت ب ــن شــد. به عل انکوباســیون تعیی
ايــن باکتری هــا غلظــت NaClا )w/v( در همــه آزمايش هــا 
5% و رنــگ به  عنــوان منبــع کربــن و انــرژی اســت. شــرايط 
ــیون   ــاي انکوباس ــاز pH=6 دم ــروع اپیتمم س ــراي ش ــه ب پاي

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

لوله هــاي آزمايــش پــس از تلقیــح باکتــري بــه مــدت 
ــدند.  ــه ش ــه( انکوب ــای پاي ــاي C° 35 )دم 12 روز در دم
بهینــه غلظــت به دســت آمــده در ايــن مرحلــه، به  عنــوان 
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، محی ــي اث بررس
ــاي  ــل در pH ه ــه قب ــل از مرحل ــه حاص ــت بهین 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 محیــط پاي ــا ب ــر دم ــه، اث ــن مرحل آخري
ــي بررســی شــد، بدين صــورت  غلظــت و pH مراحــل قبل
کــه پــس از تلقیــح باکتري هــا در دماهــاي مختلــف                                                                                    
انجــام  گرماگــذاري   )40°C  ،39  ،38  ،37  ،36  ،35(
ــرای بررســي عوامــل مختلــف همــه نمونه هــا  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. آنالیزهــاي
ــويه بررســی  ــراي س ــده ب ــه به دســت آم ــرايط بهین در ش

شــد. 
روش سنجش رنگبري 

بــه منظــور به دســت آوردن درصــد رنگبــري از روش 
طیــف ســنجي در طــول مــوج حداکثــر جــذب اســتفاده 
زمــان  در  شــده  گرما گــذاري  لوله هــاي  از  شــد. 
نمونه هــا  و  گرفتــه شــده  نمونــه   1  ml نظــر  مــورد 
يخچالــي                                                                        ســانتريفوژ  يــک  در   5  min مــدت   بــه 
 20°C روي  کــه   )Hettich, Micro 200R,Germany(

تنظیــم شــد، بــا دور rpm 5000 ســانتريفوژ شــدند. 
صفحــه  توســط  نمونه گیــري،  از  قبــل  لوله هــا 
مــورد  تــا محلــول  لــرزان2 کامــا هــم زده شــدند 
ــردد.  ــت گ ــا يکنواخ ــن کار کام ــل از اي ــري قب نمونه گی
میــزان جــذب هــر يــک از نمونه هــا بــا اســتفاده از 
                                                                                 )Varian cary 100, USA( اســپکتروفوتومتر  دســتگاه 
در طــول مــوج ماکزيمــم رنــگ )nm 480( خوانــده شــده 
و در مقايســه بــا محیــط شــاهد )محیــط رنگبــري حــاوي 
ــق  ــي طب ــري(، درصــد رنگزداي ــح باکت ــدون تلقی ــگ ب رن

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

D= درصد رنگبري 

A0= جذب اولیه )شاهد( در طول موج ماکزيمم 

ــول  ــي در ط ــد از رنگزداي ــت بع ــط کش ــذب محی A= ج

ــم  ــوج ماکزيم م
ــذب  ــزان ج ــم می ــري، ه ــاي نمونه گی ــي زمان ه در تمام
نمونه هــاي رنگبــري شــده و هــم شــاهد در محــدود          
ــا  ــه آنه ــکان مقايس ــا ام ــدند ت ــکن ش nm 800-200 اس

وجــود داشــته باشــد. در تمامــي مراحــل انجــام تحقیــق و 
آنالیزهــاي انجــام گرفتــه، بــه منظــور حــذف خطــاي ناشــي 
از تغییــر تدريجــي رنــگ در اثــر دمــا، محیط هــاي شــاهد بــه 
همــراه نمونه هــا گرماگــذاری شــد. ايــن مســئله به ويــژه در 

ــت. ــت داش ــري اهمی ــد رنگب ــري درص اندازه گی
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روش هاي بررسي مكانيسم رنگبري
)UV- Vis( مقايسه طيف ماورا بنفش- مرئي

هــر hr 48 يک بــار از نمونه هــاي گرفتــه شــده قبــل 
 800 nm-200 ــوج ــول م ــازه ط ــري در ب ــد از رنگب و بع
ــه  توســط دســتگاه اســپکتروفوتومتر اســکن جــذب گرفت
شــد، بــا مقايســه پیک هــاي مربــوط بــه نمونه هــاي 
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 مکانیس ش

HPLC تهيه كروماتوگرام

آماده ســازي نمونه هــا بــراي انجــام آنالیــز HPLC بــه ايــن 
ــاي  ــذاري، از محیط ه ــس از 12 روز گرما گ ــه پ ــب ک ترتی
شــاهد و رنگبــري شــده در شــرايط بهینــه، نمونــه گرفتــه 
شــده و نمونــه بــا فیلتــر تفلونــي 0/45 میکروني صاف شــد 
ــا هیــچ ذره معلقــي وارد ســتون نشــود. 20 میکرولیتــر  ت
ــتگاه  ــط به دس ــاي محی ــده در دم ــاف ش ــاي ص از نمونه ه
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% اســید فرمیــک بــا دبــي ml/min 0/5 اســتفاده شــد. 
طــول مــوج دتکتــور uv برابــر بــا nm 480 و دمــاي تزريــق 
 Knauer ــتگاه ــت. و از دس ــط اس ــاي محی ــتگاه، دم به دس
مــدل k 2500 مجهــز بــه دتکتــور uv مدل ســاخت کشــور 
ــاي  ــرام HPLC نمونه ه ــد. کروماتوگ ــتفاده ش ــان اس آلم
                                                                                         11/19 min قبــل و بعــد از رنگبــري در مــدت زمــان
شــدند.  مقايســه  هــم  بــا  نتايــج  و  آمــده  به دســت 
ــاي موجــود  ــاع پیک ه ــاوت ارتف ــري از تف مکانیســم رنگب
در کروماتوگــرام نمونه هــاي شــاهد )محیــط رنگبــري 
ــورد بررســي  ــري شــده م ــري( و رنگب ــح باکت ــدون تلقی ب

قــرار گرفــت.
IR مقايسه طيف های

دســتگاه طیــف ســنجی مــادون قرمــز جهــت شناســايی 
گروه هــای عاملــی ترکیبــات مختلــف آلــی و معدنــی 
مخصــوص   KBr از  اســتفاده  بــا  مــی رود.  بــه کار 
ــفاف در  ــرص ش ــورت ق ــه را به ص ــکوپی نمون اسپکتروس
آورده و در داخــل ســل مخصــوص دســتگاه گذاشــته شــد 

و ســپس طیف هــای حاصــل از دســتگاه IR بررســی شــد. 

نتايج حاصل از بهينه سازي شرايط رنگبري:
تاثير غلظت بر رنگزدايي

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

ــت. ــام گرف ــیون انج ــه(، انکوباس پاي

ــه شــده در فاصله هــاي زمانــي مشــخص  از لوله هــاي انکوب
نمونه گیــري شــده و ســپس توســط دســتگاه اســپکفوتومتر 
ــه  میــزان جــذب نمونه هــاي رنــگ حــاوی باکتــری و نمون
شــاهد )محیط کشــت حــاوي رنــگ بــدون تلقیــح 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 غلظت ه ــه درصدرنگب ــوط ب ــج مرب نتاي
توســط باکتــري Gb در فاصلــه زمانــی هــر 48 ســاعت يــک 

ــد. ــکل ها آمده ان ــار در ش ب

بــا توجــه بــه شــکل 1، ســويه Gb، در ايــن مرحلــه 
 )%48( بــری  رنــگ  درصــد  بالاتريــن  بهینه ســازی، 
اســت.  داده  نشــان  ازخــود   40  ppm غلظــت  در  را 
ــدوده                                             ــود در مح ــده می ش ــکل دي ــه در ش ــور ک همان ط
)15 تــا ppm 40( درصــد رنگبــری رو بــه افزايــش اســت 
و در محــدوده )40 تــا ppm 125( ايــن رونــد رو بــه کاهــش 
                                                                                              125 ppm اســت و پايین تريــن رنگبــری متعلــق بــه غلظــت
ــوان  ــر غلظــت می ت ــد. در بررســی اث ــزان 12% می باش و می
ــش  ــا افزاي ــر از ppm 40، ب ــای بالات ــه در غلظت ه ــت ک گف
غلظــت رنگبــری کاهــش می يابــد. زيــرا بــا افزايــش میــزان 
غلظــت اولیــه رنــگ آزو، ســرعت و مقــدار رنگبــري کاهــش 
مي يابــد و توجیــه ايــن رونــد نیــز تجمــع محصــولات حاصل 
از رنگبــري و آروماتیــک آمین هايــي اســت کــه ســمي بــوده 
ــد ]8[. ــراي میکروارگانیســم ايجــاد بازدارندگــي مي کنن و ب
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Gb شکل1- بهینه سازی غلظت رنگ توسط باکتری

همچنیــن در برخــي مــوارد افزايــش غلظــت رنــگ منجــر 
بــه بلوکــه شــدن مناطــق فعــال1 آنزيــم آزورداکتــاز و در 
نتیجــه کاهــش میــزان رنگبــري مي گــردد ]9 و 10[

همچنیــن رنگهــا ســنتز اســیدهای نوکلئیــک و همچنیــن 
ــای  ــا در غلظت ه ــد ]1[. ام ــار می کنن رشــد ســلول را مه
کمتــر از ppm 40، بــه دلیــل آنکــه رنــگ به  عنــوان منبــع 
غذايــی محســوب شــده اســت و از رنــگ به  عنــوان منبــع 
کربنــي اســتفاده مي شــود، بــا افزايــش غلظــت، رنــگ بری 
                                                                                     ،40 ppm افزايــش يافتــه اســت. يعنــی تــا قبــل از غلظــت
ارزش غذايــي رنــگ بــر اثــر ســمي آن غالب اســت. دريافت 
ديگــری کــه می تــوان از روی شــکل 1 داشــت ايــن اســت 
ــا، در  ــی غلظت ه ــری را در تمام ــترين رنگب ــه Gb بیش ک
ســومین بــار نمونه گیــری داشــته اســت )پــس از 6 روز( و 
ــدار  ــی از مق ــدی اندک ــای بع ــد از آن در نمونه گیری ه بع
ــط  ــری توس ــه رنگب ــت. از آنجايی ک ــده اس ــته ش آن کاس
ســلول ها بــه میــزان رشــد آنهــا بســتگی دارد در روزهــای 
ــا ششــم، باکتــری از منبــع کربنــی رنــگ اســتفاده  اول ت
کــرده و رشــد يافتــه و میــزان رنگبــری افزايــش يافتــه و از 
روز ششــم بــه بعــد براثــر کاهــش رشــد رنگبــری کاهــش 
ــی  ــويه Gb در دوازده روز متوال ــرد س ــت. عملک ــه اس يافت
ــم  ــکل2 رس ــه( در ش ــت بهین ــت ppm 40 )غلظ در غلظ

شــده اســت.
تاثير pH بر رنگ زدايي

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

ــه به دســت  ــا غلظــت بهین ــي ب ــاي رنگ منظــور، محلول ه
ــه  ــف تهی ــاي مختل ــل را در pH ه ــه قب ــده در مرحل آم
ــدت 10 روز  ــه م ــا، ب ــح باکتري  ه ــس از تلقی ــرده و پ ک
در دمــاي C°35 گرماگــذاري انجــام شــد. در مرحلــه 
بــازه زمانــی 12 روزه در نظــر  بهینه ســازی 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 به دس ــد مقادي ش
ــود و در مــورد pH و دمــا  ــا بســیار نزديــک ب يکســان و ي
ــل در بهینه ســازی ــن دلی ــه همی ــود، ب ــز همین طــور ب نی

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

ــگ  ــط رن ــود. pH محی ــان ب ــم يکس ــم و دوازده روز ده
بــری آمــاده شــده 6 می باشــد و بــالا بــردن pH بــا کمــک 
NaOH يــک نرمــال از پیــش اتــوکاو شــده، انجــام گرفت.

نتايــج نمونه گیــري در روزهــاي دوم، چهــارم، ششــم، 
ــه منظــور بهینه ســازی pH، در شــکل3  هشــتم و دهــم ب
آمده انــد و شــکل 4 عملکــرد باکتــری در pH=9 و غلظــت

ــا، ســويه  ــه يافته ه ــا توجــه ب ــه(، اســت. ب ppm 40 )بهین

ــیعي از pH، ]10-6[ داراي  ــدوده وس ــر در مح ــورد نظ م
ــرای  ــت، ب ــن قابلی ــد. اي ــی می باش ــل قبول ــري قاب رنگب
اســتفاده از ايــن باکتــری درفرآيندهــای رنگبــری، امتیازی 
ــاهده  ــر مش ــای ديگ ــدرت در باکتري ه ــه ن ــه ب ــت ک اس
شــده اســت ]11 و 12[. در ايــن مرحلــه، بیشــترين مقــدار 
pH=9 40 و ppm رنگبــري در ايــن ســويه 80%، درغلظــت

و پــس از 10روز گرماگــذاری حاصــل شــد.

1. Active Site
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در ســويه هاي Gb بــا افزايــش pH، زمــان مــورد نیــاز بــراي 
رســیدن بــه بیشــترين مقــدار رنگبــري افزايــش يافــت و 
در هــر بــار نمونه گیــری در مقايســه بــا hr 48 قبــل، 
افزايــش چشــمگیری داشــت .در pH=10 و در روز هشــتم 
بــه بالاتريــن رنگبــری رســیده و آن مقــدار در روز دوازدهم 
ثابــت مانــد کــه بنــا بــه دلايــل گفتــه شــده اطاعــات روز 

دوازدهــم تکــرار نشــده اســت. 

ــن اســت  ــق اي ــن تحقی ــر در اي ــه ديگ ــب توج ــه جال نکت
ــت،تا  ــازی اس ــه س ــور بهین ــن فاکت ــر گذارتري ــه pH اث ک
ــا 9، %32  ــش pH از 6 ت ــا افزاي ــويه bG ب ــه در س ــا ک آنج
ــري  ــش رنگب ــن افزاي ــت. اي ــه اس ــش يافت ــری افزاي رنگب
ــش  ــا افزاي ــا، ب ــد باکتري ه ــش رش ــه افزاي ــوان ب را مي ت
ــري  ــاي مســئول رنگب ــت آنزيم ه ــش فعالی ــا افزاي pH و ي

انتقــال  نســبت داد ]7[. تاثیــر pH بــه تاثیــر آن در 
ــم  ــلول هاي میکروارگانیس ــاي س ــه غش ــگ ب ــول رن مولک
ــدود  ــه مح ــد مرحل ــر می رس ــه نظ ــه ب ــت ک ــط اس مرتب
 pH ــازی ــج بهینه س ــت ]9[. نتاي ــري اس ــده در رنگب کنن
ــگ  ــورد رن ــی در م ــورد بررس ــويه م ــد، س ــان می دهن نش
-6[ pH دی نفتــول نارنجــی قابلیــت رنگبــری در محــدوده

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

pH پارامتــري مهــم در بحــث رنگبــري بیولوژيکــي اســت 

چــرا کــه ايــن امــر قابلیــت میکروارگانیســم مــورد مطالعــه 
ــل  ــه دلی ــه ب ــي ک ــاب هاي رنگ ــي پس ــت پالاي را در زيس
حضــور يون هــاي فلــزي داراي نوســانات pH هســتند، 
نشــان مي دهــد ]9 و 13[. بالاتريــن میــزان رنگبــري 
ــگ اســت.  ــا 80% حــذف رن ــه ب ــن مرحل ســويه Gb در اي
ــه  ــا توجــه ب ــن مقــدار پــس از 10روز حاصــل شــد. ب واي
ــر،                                                                                     ــق حاض ــازي pH در تحقی ــل از بهینه س ــه حاص نتیج
pH=9 بــراي ســويه Gb به  عنــوان pH بهینــه در آزمايشــات 

ــت.  ــرار گرف ــورد اســتفاده ق بعــدي م
تاثير دما

به دســت  و  مختلــف  دماهــاي  تاثیــر  بررســي  بــراي 
ــج  ــري، نتاي ــن رنگب ــراي بالاتري ــا، ب ــن دم آوردن بهتري
بهینه ســازی مراحــل قبلــي ثابــت نگهداشــته شــده 
ــط  ــور محی ــن منظ ــه اي ــت. ب ــا اس ــر، دم ــور متغی و فاکت
ــت   ــت NaClا)w/v( 5% و pH=9  وغلظ ــا غلظ ــری ب رنگب
ppm 40 و تلقیــح باکتري هــاي Gb، دماهــاي مختلــف 

گرماگــذاری شــدند.  )35 ،36 ،37 ،38 ، و39   40°C(
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در ايــن پژوهــش، بنــا بــه دلايلــی 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 می شــود؛ زيــرا: مطالعــات نشــان مي دهنــد 
کــه افزايــش دمــا در تســريع فرآينــد رنگبــري نیــز 
ــیدن  ــرعت بخش ــب س ــا موج ــش دم ــت وافزاي ــر اس مؤث
ــش  ــن افزاي ــي اي ــد بیولوژيکــي اســت ]13[، ول ــه فرآين ب
ــوب  ــه مطل ــه نتیج ــیدن ب ــراي رس ــخصی ب ــد مش ــا ح ت
ــزان  ــتر از می ــا بیش ــش دم ــه افزاي ــرا ک ــي دارد چ کاراي
بهینــه، بــر فعالیــت آنزيمــي میکروارگانیســم ها اثــر 
منفــی دارد ]3[. پايین تريــن دمــای مفیــد بــرای فعالیــت 
میکروارگانیســم ها C°35 و بالاتريــن دمــای موثــر، 40 
ــه همیــن دلیــل در ايــن پژوهــش،  ــا C°42 می باشــد؛ ب ي
ــه  ــازه C -35°40 پرداخت ــا در ب ــور دم ــی فاکت ــه برس ب
ــاي  ــري در زمان ه ــا نمونه گی 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 شــرايط بهینــه در شــکل 6 
ــای باکتــری  آخريــن مرحلــه بهینه ســازی اســت کــه توان

ــد . ــان می ده ــه نش ــرايط بهین Gb را در ش

 40°C ــا ــا از 35 ت ــش دم ــکل ها، افزاي ــه ش ــه ب ــا توج ب
در مقايســه بــا تاثیــر فاکتــور غلظــت و pH، اثــر افزاينــده  
بــر رنگبــري ســويه نداشــت. شــايد بــه همیــن دلیــل در 
برخــی از پژوهش هــا، دمــا ثابــت نگــه داشــته شــده اســت 
ــی در  ــر محسوس ــی C -35°38 تغیی ــازه دماي ]14[. در ب
ــا افزايــش  رنگبــری مشــاهده نشــد و افزايــش 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% افزاي
ــری  ــای C°39 و C°40 رنگب ــی در دماه ــداز آن، يعن و بع

کاهــش يافــت. ايــن می توانــد بــه دلیــل کاهــش فعالیــت 
زيســتي باکتري هــا يــا دناتــوره شــدن آنزيــم آزورداکتــاز 
ــه  ــم و ب ــری، در روز شش ــگ ب ــن رن ــد ]9[. بالاتري باش
 IR, HPLC, ــامل ــدي ش ــاي بع ــود. آنالیزه ــزان 88% ب می
بــرای  آمــده،  به دســت  بهینــه  شــرايط  در   UV-Vis

ــد. ــری انجــام پذيرفتن ــر رنگب ــن مقادي بالاتري

بررسي مكانيسم های رنگبري 

بررســي طیــف UV-Vis )مــاوراء بنفــش- مرئــي( محیــط 
قبــل و بعــد از رنگبــري: روش اســپکفوتومتري روش کیفي 

مناســبي بــراي تشــخیص مکانیســم رنگبــري مي باشــد.
ــه  ــط نمون ــکل های UV-Vis محی ــی ش ــک در تمام دو پی
ــل  ــاهد )قب ــاي ش ــکن هاي محیط ه ــود؛ اس ــده می ش دي
ــه  ــوط ب ــري مرب ــداز رنگب ــاي بع ــري( و محیط ه از رنگب
روزي هســتند کــه بیشــترين درصــد رنگبــري در آن 
مشــاهده شــد )روز ششــم( يــک پیــک در محــدوده 
نامرئــي )nm 290( و يــک پیــک در محــدوده مرئــي                                                                                 
ايــن  ارتفــاع  کــه  اســت  واضــح  البتــه،   ،)500 nm(
ــده  ــم ش ــدت ک ــه ش ــه ب ــای نمون ــا در محیط ه پیک ه
و ايــن کاهــش ارتفــاع، دلیــل قطعــی بــر رنگبــری اســت. 
همچنیــن لازم توجــه اســت کــه پیــک ناحیــه مرئــی کــه 
از اهمیــت بیشــتری برخــوردار اســت، بــه شــدت کاهــش 
يافتــه اســت. شــکل اســکن هاي محیط هــاي شــاهد 
)قبــل از رنگبــري( و محیط هــاي بعــداز رنگبــري مربــوط 
ــه روزي هســتند کــه بیشــترين درصــد رنگبــري در آن  ب
مشــاهده شــد ســويه Gb، روز ششــم بیشــینه جــذب بتــا 
نفتــول نارنجــی در ناحیــه مرئــي در nm 480 اتفــاق 
مي افتــد کــه محیــط شــاهد و محیــط رنگبــری شــده را  

ــرد.  ــه ک ــوان مقايس ــکل 8 می ت ــکل 7 و ش در ش

شکل6- رنگ بری در دمای بهینهشکل5- بهینه سازی 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 اسکن هاي محیط هاي شاهد )قبل از 
رنگبري( مربوط به روز ششم است. دو پیک در تمامی شکل های 

UV-Vis محیط هاي شاهد ديده می شود؛ يک پیک در محدوده نامرئي 
.)500 nm( و يک پیک 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 شرايط، البته در حضور 

باکتری Gb )محیط های 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  محیط هاي   UV-Vis شکل های  تمامی  در  پیک  دو 
 )290  nm( نامرئي  محدوده  در  پیک  يک  می شود؛  ديده 
اين  و يک پیک در محدوده مرئي )nm 500(ودر مقايسه 
پیک ها و پیک های محیط نمونه، واضح است که ارتفاع اين 
پیک ها در محیط های نمونه به شدت کم شده واين کاهش 
ارتفاع ، دلیل قطعی بر رنگبری است. همچنین لازم توجه 
است که پیک ناحیه مرئی که از اهمیت بیشتری برخوردار 

است، به شدت کاهش يافته است.
HPLC کروماتوگرام

ايــن روش ماننــد روش اســپکفوتومتري روش کیفــي 
مناســبي بــراي تشــخیص مکانیســم رنگبــري مي باشــد. در 
ايــن روش ارتفــاع پیک هــا قبــل و بعــد از رنگبــری بررســی 
می شــود، پايیــن آمــدن ارتفــاع پیک هــا، بــه ايــن معنــی 

اســت کــه رنگبــری انجــام شــده اســت.

ــدی  ــای بلن ــری، پیک ه ــه رنگب ــط پاي ــرام محی کروماتوگ
را اندکــی پــس از 11 و min 19 نشــان می دهــد کــه 
پیــک حاصــل از حضــور خــود رنــگ اســت. اســکن 
ــد  ــط بع ــري( و محی ــل از رنگب ــاهد )قب ــاي ش محیط ه
در  روز ششــم،  در  رنگبــری  بــه  مربــوط  رنگبــري  از 
ــري  ــد رنگب ــترين درص ــه بیش ــت ک ــه اس ــرايط بهین ش
پیک هــای   .)%88( اســت  شــده  مشــاهده  آن  در 
ــده  ــده دي ــری ش ــای رنگب ــی در محیط ه ــیار کوچک بس
ــدارد                                                                               ــود ن ــی وج ــاهد رنگ ــط ش ــه در محی ــود ک می ش

ــد  ــک می توان ــای کوچ ــن پیک ه ــکل های 9 و 10(. اي )ش
ناشــی از رشــد و يــا خــود اجــزای محیــط کشــت باشــند.

IR بررسی مكانيسم رنگبری با استفاده از
در  است.   Vis ناحیه  در  جذب  اشیا،  ديدن  رنگی  علت 
شکل های IR، هنگامی که در بیشتر از cm-1 3000، جذبی 
ديده می شود، مربوط به انتقال الکترون از تراز л به ٭л است.

ــه  ــوط ب ــال مرب ــن انتق ــی اي ــول نارنج ــا نفت ــورد بت در م
)N=N( می باشــد. وقتــی جذبــی در ناحیــه ديــده نشــود، 
نشــان دهنده عــدم حضــور گروه هايــی اســت کــه در 
ــه ٭л انجــام نمی شــود، يعنــی در مــورد  آنهــا انتقــال л ب
ــدارد.  ــود ن ــرون وج ــال الکت ــن انتق ــات دی آزو اي ترکیب
ــدروژن در  ــريع هی ــال س ــذب انتق ــه ج ــی ک و در صورت
داخــل يــک ملکــول، مثــل رزونانــس يــک عامــل جــذب 
نــور UV اســت و عاملــی اســت کــه باعــث می شــود 
ترکیبــات عــاوه بــر جــذب UV در ناحیــه Vis هــم جــذب 
ــل  ــدت کربونی ــوند ش ــده ش ــی دي ــند و رنگ ــته باش داش
ــوب در  ــری مطل ــوب و توتوم ــس مطل ــان دهنده رونان نش
ــه،  ــورد مطالع ــگ م ــن دررن ــت بنابراي ــب اس ــک ترکی ي
 1638 cm-1 کــه در حــدود IR شــدت پیــک کربونیــل در
می باشــد، می توانــد بــه دلیــل توتومــری باشــد و کاهــش 
شــدت جــذب در Gb، درحــدود cm-1 1638 می توانــد 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 شرايط، 
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 شرايط عبارت از IR شکل11- پیک های حاصل از طیف های
ايجاد شده اند.

شکل 12- پیک های حاصل از طیف های IR در همان شرايط البته در حضور باکتری Gb است، که منجر به رنگبری شده اند.
)cm-1( عدد موج

)cm-1( عدد موج
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نتيجه گيری

 )w/v(اNaCl،اpH=9( تحــت شــرايط بهینــه Gb 1- ســويه
5% و C°ا38ا = T. و غلظــت ppm 40(، 88% قابلیــت رنگبری 
از رنــگ بتــا نفتــول نارنجــی دارد و طیف هــای حاصــل از 
IR,UN-Vis,HPLC مويــد ايــن رنگبــری قــوی می باشــد.

2- غلظــت دو بخــش غلضت هــای کمتر ppm 40 و بیشــتر 
                                                                                        40 ppm 40 انجــام شــد. در محــدوده قبــل از ppm از
ــای  ــش و در غلظت ه ــری افزاي ــش غلظــت، رنگب ــا افزاي ب
ــش  ــری کاه ــت، رنگب ــش غلظ ــا افزاي ــالای ppm 40 ب ب
ــش  ــا افزاي ــر از 40 ب ــای کمت ــی در غلظت ه ــت. يعن ياف
غلظــت رنــگ، اثــر غذايــی و منبــع کربنــی بــودن غالــب 
اســت و در غلظت هــای بالاتــر از 40 بــا افزايــش غلظــت، 
ــودن رنــگ غالــب می شــود و موجــب مهــار  اثــر ســمی ب
فعالیــت متابولیکــی، ســنتز اســیدهای نوکلئیــک و رشــد 
باکتری هــا می شــود. کم تريــن رنگبــری متعلــق بــه 
 40 ppm 125 و بیشــترين رنگبــری متعلــق بــه ppm

می باشــد. 
بالاتريــن  بررســی  مــورد  غلظت هــای  تمامــی  در   -3
رنگبــری در روز ششــم )ســومین بــار نمونه گیــری( اتفــاق 
ــلول ها،  ــط س ــری توس ــه رنگب ــت . از آنجايی ک 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 يافت ــری افزاي ــزان رنگب ــه و می ــد يافت رش

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

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

يافــت می شــود ]12 و 11[.
5- بــا افزايــش pH زمــان مــورد نیــاز بــرای رســیدن بــه 
ــر  ــد. و در ه ــش می ياب ــری افزاي ــدار رنگب ــترين مق بیش
ــش  ــل افزاي ــا hr 48 قب ــه ب ــری در مقايس ــار نمونه گی ب
چشــمگیری دارد.ايــن افزايــش رنگبــری را می تــوان 
بــه افزايــش رشــد باکتری هــا و يــا افزايــش فعالیــت 

آنزيم هــای موثــر در رنگبــری نســبت داد ]7[.
pH -6 اثــر گذار تريــن فاکتــور در بهینه ســازی اســت 
به طوريکــه در ايــن ســويه بــا افزايــش pH از 6 تــا9، %32 

ــد. ــش می ياب ــری افزاي رنگب
7- بــا توجــه بــه پژوهش هايــی کــه بــه بررســی اثــر دمــا 
پرداخته انــد پايین تريــن دمــای مفیــد بــرای فعالیــت 
ــر 40  ــای موث ــن دم ــرو ارگانیســم ها C° 35 و بالاتري میک
ــای 35  ــل دم ــن دلی ــه همی ــد. )3، 6، 9 و 15( ب می باش
تــا C° 40 بررســی شــد امــا بــا افزايــش دمــا تغییــر قابــل 
 38 °C ماحظــه ای ايجــاد نشــد. بــا افزايــش دمــا از 35 تــا
رنگبــری فقــط 8 درجــه افزايــش يافــت و از دمــای 38 تــا 

C° 40 رنگبــری کاهــش يافــت.
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