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بررسي تجزيه زيستي رنگ اينديگوکارمين بوسيله باکتري 
Acinetobacter baumannii 

سلمان احمدي اسب چين1 *، رضا تبارکی2،  حسنا مرادي3 

چکیده
ــر  ــا منج ــا و درياچه‌ه ــل رودخانه‌ه ــه داخ ــي ب ــاب‌هاي رنگ ــه پس تخلي
بــه کاهــش يکفيــت آب مي‌شــود.به‌دليل محدوديت‌هــا و مشــکلات 
ــر  ــي ارزان و موث ــه روش ــتي ک ــتي، تجزيه‌زيس ــر زيس ــاي غي ر‌وش-ه
بــراي پالايــش و آلودگي‌زدايــي از فاضلاب‌هــاي آلــوده بــه مــواد رنگــزا 
اســت اســتفاده مي گــردد. در روش تجزيه‌زيســتي از ميکروارگانيســم‌ها 
ــن  ــود. اي ــتفاده مي‌ش ــا اس ــا وجلبک‌ه ــا، قار‌چ‌ه ــد باکتري‌ه ــي مانن ي
ــت  ــا محيط‌زيس ــازگار ب ــه و س ــاي باصرف ــودات تجزيه-کننده‌ه موج
هســتند کــه کاربــرد آن‌هــا در رنگزدايــي روز بــه روز در حــال گســترش 
اســت. در ايــن مطالعــه از باکتــريAcinetobacter baumannii  بــراي 
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تجزيه‌زيســتي رنــگ اينديگوکارميــن اســتفاده گرديــد. بــراي مشــاهده 
تحمــل و مقاومــت باکتــري بــه رنگ مذکــور،در پليــت نوترينــت آگار بعد 
از اتــوکلاو کــردن ،قبــل ســفت شــدن 100 گــرم رنــگ اضافه گرديــد، آنگاه 
باکتــري در آن کشــت گرديــد. رشــد باکتــري در ايــن حالت نشــانه مقاوم 
بــودن باکتــري بــه رنــگ اســت. ازميــانpH هــاي بيــن6 تــا 10، غلظــت 
هــاي25 تــا 250 ميلــي گــرم درليتــر، دمــاي 30 تــا 55 درجه ســانتي گراد 
و مــدت زمــان 72 ســاعت، بــا ثابــت فرض کــردن ســاير فاکتورهــا و تنها 
متغييــر درنظــر گرفتــن يــک فاکتــور در هــر مرحلــه  از آزمايــش بهترين 
ــخص  ــورت گرفته،مش ــات ص ــي آزمايش ــد. ط ــت آم ــه دس ــرايط ب ش
  pH = 10 گرديــد،  بيشــترين رنگبــري در دمــاي 55 درجــه ســانتي‌گراد و
بــراي 100 ميلي‌گرم‌درليتــر از رنــگ اينديگوکارميــن در مــدت زمــان 66 
ســاعت بــه ميــزان 98/88 درصــد مــي باشــد. .بــه بيانــي ديگــر حــدود 

%99 رنــگ در شــراط بهينــه تجزيــه گرديــد

 واژه های کلیــدی: باکتــري Acinetobact baumannii ، اينديگوکارمين، 
تجزيه زيســتي
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مقدمه 
ــه  ــنتتيك ب ــگ س ــن رن ــه اولي ــال 1856 ك از س
ــون صدهــزار  ــن ســاخته شــد تاكن ــام ماووي ن
رنــگ ســنتتيك در جهــان بــا حجــم ســالانه ي 
  Carliell0/7 ميليــون تــن ســاخته مي‌شــود
et al. (1995).رنگ‌هــا بــه ميــزان فراوانــي 

ــي  ــي، داروي ــاپ، غذاي ــاجي، چ ــع نس در صناي
Fu and Vi�  و آرايشـ�ي اسـ�تفاده مي‌شـ�ود 

raraghavan (2001). رنــگ هــاي نســاجي 

امــروزه يکــي از متــداول تريــن مــواد شــيميايي 
مصرفــي اســت. حــدود ده هــزار رنــگ مختلــف 
بــا توليــد جهانــي ســاليانه بيــش از 700 هــزار 

ــه طــور تجــاري قابــل دســترس اســت ــن ب ت
آلودگــي  مشــکلات   .Hessel et al. (2007(
ــع نســاجي از  حاصــل از کارخانجــات و صناي
اساســی تريــن ، مهمتريــن و بحــث برانگيزترين 
شــمار  بــه  زيســتي  محيــط  مشــکلات 
 .Fu and Viraraghavan. (2001(مي‌آينــد
معمــولًا ترکيبــات رنگــي را به‌صورت‌هــاي 
رنگ‌هايــي  مي‌کننــد.  طبقه‌بنــدي  مختلــف 
بــه‌کار مي‌رونــد  کــه در صنايــع رنگــرزي 
براســاس کاربــردي کــه دارنــد شــامل رنگ‌هاي 
بــازي،  اســيدي، رنگ‌هــاي مســتقيم، دندانــه‌اي،  
آزوئيکــي، گوگــردي،  خمــره‌اي،  ديســپرس و  
ــوري  ــق تئ ــند. برطب ــي)راکتيو( مي‌باش واکنش
ويــت مــاده رنگــزا از دو قســمت کروموفــور و 
آگزوکــروم تشــکيل شــده اســت. يــک ترکيــب 
ــا  ــک ي ــه داراي ي ــت ک ــي اس ــي رنگ ــي وقت آل
ــن  ــه اي ــد گــروه اشــباع نشــده باشــد کــه ب چن

درواقــع  مي‌گوينــد.  کروموفــور  گروه‌هــا 
کروموفــور بخشــي از مولکــول اســت کــه رنگ 
را پديــد مــي‌آورد و بــه رنگ‌ســاز مشــهور 
،گروه‌هــاي  آگزوکــروم  بخــش  امــا  اســت. 
شــيميايي موجــود در ترکيبــات رنگــي هســتند 
کــه باعــث افزايــش شــدت رنــگ ‌شــده و وظيفــه 
آن‌هــا پيونــد بــا مــاده اي اســت کــه قــرار اســت 
رنگ‌آميــزي شــود.  برايــن اســاس باتوجــه 
شــيميايي  گروه‌هــاي  نــوع  و  حضــور  بــه 
ــا را  ــي، رنگ‌ه ــات رنگ ــوري در ترکيب کروموف
ــرد.  ــيم‌بندي ک ــر تقس ــواع زي ــه ان ــوان ب مي‌ت
ــرو،  ــاي نيت ــامل رنگ‌ه ــدی ش ــيم بن ــن تقس اي
تري‌فنيل‌متيــل  اينديگوييــد،  آزو،  نيتــروزو، 
يــا هتروســيکليک، فتاليــن وآنتروکوئينــون مــی 
 Ramalho, (2005),Dafale  et al..باشــد

 .)2008).

يــک طبقه‌بنــدي ديگــر هــم بــراي رنگ‌هــا 
وجــود دارد کــه براســاس ســاختار شــيميايي 
آنهاســت. در ايــن راســتا رنگ‌هــا در ســه بخش 
عمــده‌ي رنگ‌هــاي کاتيونــي، رنگ‌هــاي آنيونــي 
 Chang و رنگ‌هــاي خنثــي قــرار مي‌گيرنــد
 Sook et al. (2008), Jin  et al. (2007)
.بــراي حــذف مــواد رنگــزا از روشــهاي فيزيكي 
و شــيميايي از جملــه جــذب، انعقــاد، ته نشــيني، 
ــره  اســتفاده مــي گــردد. از  فيلتراســيون و غي
محدوديــت هــا و مشــكلات روش هــاي مذکــور  
مــي تــوان بــه هزينــه بــالا، توليــد مقــدار زيــاد 
لجــن و همچنيــن ايجــاد آلودگــي هــاي ثانويــه 
 Asad et al.  (2007), Kalyani.اشــاره کــرد
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 et al. (2008). لــذا رويکــرد اســتفاده از روش 

هــاي زيســتي راهــكاري آســان، دائمــي، ارزان 
و موثــر بــراي پالايــش و آلودگي‌زدايــي از 
ــورد  ــزا م ــواد رنگ ــه م ــوده ب ــاي آل فاضلاب‌ه
بررســي قــرار گرفــت. در ايــن روش‌هــا از 
ميكروارگانيســم‌ها بــراي تجزيــه آلاينده‌هــا 
ميکروبــي  رنگ‌زدايــي  مي‌شــود.  اســتفاده 
ــه  ــتي، تجزي ــذب زيس ــورت ج ــد به‌ص مي‌توان
زيســتي و يــا ترکيبــي از دو روش فــوق باشــد  
   .Wu  et al. 2012  Phugare  et al. (2010),

ــال  ــن در س ــور چي ــکاران در کش ــان و هم تي
 Ganoderma weberianum 2013 از قــارچ
ــن  ــگ اينديگوکارمي ــتي رن ــه زيس ــراي تجزي ب

 Tian et al.  (2013( .ــد ــتفاده کردن اس
  Acinetobactor در ايــن تحقيــق از باکتــري
  baumannii، گــرم منفــي، داراي پيلــي ، مولــد 
ــه  ــا ميل ــا ظاهــري گــرد ي اگزوپلــي ســاکاريد، ب
اي شــکل اســتفاده گرديــد. هــدف از ايــن تحقيــق 
بررســي توانايــي باکتــري مذکــور در رنگزدايــي 

رنــگ اينديگوکارميــن مــي باشــد.                                                                                                           

مواد و روش‌ ها
کشت باکتري‌

ايــن پژوهــش  باکتــري‌ مــورد اســتفاده در 
ــورت  ــه به‌ص Acinetobacter baumannii  ک
درون  و  منتقــل  آزمايشــگاه  بــه  فريزشــده، 
محيط‌کشــت نوتريــن‌آگار به‌صــورت خطــي 
ــاک  ــا از خ ــري قب ــن باکت ــد. اي ــت داده ش کش
آلــوده بــه نفــت در نفــت شــهر کرمانشــاه 

جداســازي گرديــد و شناســايي آن صــورت 
گرفــت.)Mostafapour el al.  (2014 نمونــه‌ 
کشــت داده شــده بــه مــدت 24 ســاعت در دماي 
37 درجــه ســانتي‌گراد گرمخانه‌گــذاري شــد 
تــا کشــت تــازه‌اي از باکتــري‌ را داشــته باشــيم. 
دمــاي بهينــه بــراي رشــد باکتــري مذکــور بيــن 

ــد.  ــي باش ــراد م ــانتي گ ــه س ــا 45 درج 35 ت

مقاوم‌سازي باکتري‌ به رنگ اينديگوکارمين
 باتوجــه بــه اينکــه کــه باکتــري‌ انتخــاب شــده 
تاکنــون در معــرض رنگــي قــرار نداشــته و 
ــود  ــي از خ ــل توجه ــري قاب ــت رنگب ــن اس ممک
نشــان ندهنــد يــا اصــاً در حضــور رنــگ 
ــه  ــا اينک ــه رشــد نباشــد و ي ــادر ب ــر ق موردنظ
بميــرد، فرآينــد مقاوم‌ســازي باکتــري بــه رنــگ 
بدين‌منظــور  گرفــت.  انجــام  اينديگوکارميــن 
ي‌کبــار ديگــر محيــط نوتريــن‌آگار ســاخته شــد 
ــوکلاو کــردن محيــط و  ــار بعــد از ات ــي اين‌ب ول
قبــل از ريختــن محيــط درون پليت‌هــا، وقتي‌کــه 
دمــاي محيــط تقريبــاً بــه 40 درجــه ســانتي‌گراد 
ــگ  ــر از رن ــدار 100  ميلي‌گرم‌درليت ــيد، مق رس
ــوب  ــه و خ ــط ريخت ــن درون محي اينديگوکارمي
حــل گرديــد. بعــد از حــل شــدن کامــل رنــگ در 
محيــط، پليت‌هــا را آورده و محيــط را درونشــان 
ريختــه و صبــر کــرده تــا محيــط ســفت گــردد. 
بنابرايــن اگــر ســويه‌اي کــه بــراي ايــن پژوهــش 
ــه  ــن‌آگاري ک ــط نوتري ــد در محي ــاب گردي انتخ
حــاوي رنگــي ســمي اســت قابليــت زنــده مانــدن 
و رشــد را داشــته باشــد، پــس نوعــي تغييــر در 
سيســتم ژنتيکــي‌اش رخ داده کــه ايــن مقاومــت 
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در آ ن ‌ايجــاد گرديــد.  بعــد از ســفت شــدن 
محيــط نوتريــن‌آگار حــاوي رنــگ، باکتــري‌  را 
به‌صــورت خطــي بــر روي محيــط، کشــت 
داده و پليــت‌ را بــه مــدت 24 ســاعت در دمــاي 
37 درجــه ســانتي‌گراد درون آون قــرار داده 
ــاهده  ــاعت مش ــت 24 س ــد از گذش ــگاه بع و آن
    Acinetobacter baumanniiگرديــد، باکتــري
کــه انتخــاب گرديــد به‌خوبــي در حضــور رنــگ 

اينديگوکارميــن قابــل رشــد اســت.

ــي  ــر رنگزداي ــف ب ــرايط مختل ــي ش بررس
ــري ــيله باکت بوس

رنگبــري  بهينــه  آوردن  به‌دســت  جهــت 
بوســيله باکتــري‌ لازم اســت آزمايشــات در 
شــرايط مختلــف انجــام پذيــرد تــا بهتريــن 
ــردد.  ــري مشــخص و انتخــاب گ شــرايط رنگب
شــرايط  پژوهــش  ايــن  در  بدين‌منظــور 
مختلفــي نظيــر زمــان رنگبــري، غلظت‌هــاي 
اوليــه مختلــف از رنــگ، pHهــاي مختلــف 
ــور  ــف به‌منظ ــاي مختل ــط و دماه ــراي محي ب
بررســي قــدرت رنگبــري رنــگ اينديگوکارميــن  

مــورد مطالعــه قــرار گرفــت.

رنگزدايــي   بــر  زمــان  تاثيــر  بررســي 
باکتــري بوســيله 

به‌منظــور بررســي تاثيــر زمــان بــر ميــزان 
رنگزدايــي اينديگوکارميــن بوســيله باکتــري، بعد 
از ســاخت محيط‌کشــت نوترينت ‌بــراث در درون 
يــک ارلن‌مايــر 250 ميلي‌ليتــري و قبــل از اتوکلاو 

ــه  ــق pH بهين ــط مطاب ــدا pH  محي ــط، ابت محي
به‌دســت آمــده بــراي سيســتم، توســط دســتگاه 
pH متــر و بــا اســتفاده HClزا و NaOH تنظيــم 

گرديــد. بعــد از اتــوکلاو  و خنــک شــدن محيــط‌،  
محيــط،  در  را   Acinetobacter baumannii
ــانتي‌گراد  ــه س ــاي 37 درج ــت داده و در دم کش
ــا دور  ــور ب ــاعت درون انکوبات ــدت 24 س ــه م ب
150  دور در دقيقــه گرمخانه‌گــذاري گرديــد. بعــد 
از گذشــت 24 ســاعت ارلن‌مايــر را از انکوباتــور 
ميلي‌گرم‌درليتــر   50 مقــدار  و  آورده  بيــرون 
رنــگ اينديگوکارميــن بــه آن اضافــه گرديــد. 
قبــل از گرمخانه‌گــذاري ارلــن در درون آون، 
مقــداري از محتوياتــش  را بــراي ســانتريفيوژ بــا 
ــرار داده  ــه ق ــدت 10 دقيق دور rpm 4000 و به‌م
شــد. بعــد از ســانتريفيوژ محلــول رويــي را جــدا 
کــرده و توســط دســتگاه اســپکتروفتومتري تــک 
طول‌موج)مــدل CECIL 3000 ( در طول‌مــوج 
610 نانومتــر مــورد تجزيه‌وتحليــل قــرار گرفــت. 
ســپس ارلن‌مايــر را درون آونــي کــه دمايــش بــر 
روي 37 درجــه ســانتي‌گراد تنظيــم شــده  قــرار 
ــي 6، 24،  ــاي زمان ــک از  بازه‌ه ــت. در هري گرف
30، 48، 54، 66 و 72 ســاعت مقــداري از محلــول 
ــانتريفيوژ)مدل  ــته و س ــر  برداش درون ارلن‌ماي
ــتگاه  ــط دس ــدداً  توس ــده و مج  PE CO( گردي

 610 برابــر  طول‌مــوج  در  اســپکتروفتومتري 
نانومتــر آناليــز گرديــد. در انتهــا بــا اســتفاده از 
ــگ  ــي از  رن ــد رنگزداي ــزان درص ــول 1 مي فرم

اينديگوکارميــن تعييــن گرديــد.
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بــر  رنــگ  غلظت‌اوليــه  تاثيــر  بررســي 
باکتــري بوســيله  رنگزدايــي 

ــه‌اي از  ــاي اولي ــر غلظت‌ه ــي تاثي ــراي بررس ب
ــن  ــي اينديگوکارمي ــزان رنگزداي ــر مي ــگ ب رن
ســاخت  هنــگام  ابتــدا  باکتــري،  بوســيله 
pH بهينــه‌ به‌دســت  محيط‌کشــت براســاس 
آمــده بــراي  باکتــري ، pH محيط‌‌کشــت تنظيــم 
گرديــد. آنــگاه محيــط را اتــوکلاو کــرده و بعــد 
از خنــک شــدنش در زيــر هــود، محيــط‌ به‌طــور 
مســاوي بيــن 6 ارلن‌مايــر تقســيم گرديــد. بعــد 
ــا   ــر، آن‌ه ــر 6 ارلن‌ماي ــري در ه ــت باکت از کش
ــا دور  ــور ب ــاعت در انکوبات ــدت 24 س را به‌م
ســانتي‌گراد  درجــه   37 دمــاي  و   rpm150
در  باکتري‌هــا  تــا  کــرده  گرمخانه‌گــذاري 
محيــط رشــد کننــد. بعــد از گذشــت 24 ســاعت 
بيــرون آورده  انکوباتــور  از  ارلن‌مايــر را   6
و200   150  ،100  ،75  ،50  ،25 غلظت‌هــاي  و 
را  اينديگوکارميــن  رنــگ  از  ميلي‌گرم‌درليتــر 
ارلن‌مايرهــاي  بــه  به‌ترتيــب  و  کــرده  وزن 
1 تــا 6 اضافــه گرديــد. در همــان لحظــه‌ي 
ارلن‌مايــر   6 هــر  از  اندکــي  مقــدار  صفــر 
ــا دور 4000  ــه ب ــدت 10 دقيق ــته و به‌م برداش
دور در دقيقــه ســانتريفيوژ گرديــد. پــس از 
ســانتريفيور، محلــول رويــي را جــدا کــرده 
و ميــزان رنــگ موجــود در آن بــا دســتگاه 
اســپکتروفتومتري در طول‌مــوج برابــر 610 
نانومتــر ســنجيده شــد. ســپس ارلن‌مايرهــا 
در دمــاي 37 درجــه ســانتي‌گراد بــا توجــه بــه 

ــت  ــتم به‌دس ــراي سيس ــه ب ــه‌اي ک ــان بهين زم
از  بعــد  گرديــد.  گرمخانه‌گــذاري  آورده‌ايــم 
گذشــت آن زمــان بهينــه، مجــدداً مقــداري 
و  برداشــته  ارلن‌مايــر   6 هــر  محتويــات  از 
دوبــاره ســانتريفيوژ کــرده، محلــول رويــي را 
ــپکتروفتومتري  ــتگاه اس ــا دس ــرده و ب ــدا ک ج
ميــزان رنــگ موجــود در آن انــدازه گيــري 
شــد. در انتهــا بــا اســتفاده از فرمــول 1 ميــزان 
درصــد رنگزدايــي بوســيله باکتــري را باتوجــه 
ــه از  ــت اولي ــر غلظ ــراي ه ــر ب ــان صف ــه زم ب

ــد. ــن گردي ــن تعيي ــگ اينديگوکارمي رن

بررســي تاثيــرpH بــر رنگزدايــي بوســيله 
باکتــري

به‌منظــور بررســي تاثيــر pH بر ميــزان رنگبري 
از رنــگ اينديگوکارميــن توســط باکتــري، بعــد 
از ســاختن محيط‌کشــت و قبــل از اتــوکلاو 
درون  گرديــد.  آمــاده  ارلن‌مايــر   8 محيــط‌، 
ــر  ــدار 100 ميلي‌ليت ــا مق ــدام ار ارلن‌مايره هرک
ــم.  ــد، مي‌ريزي ــاده گردي ــه ام ــتي ک از محيط‌کش
ــيدي  ــي  pHاس ــراي بررس ــا  را  ب ارلن-مايره
تــا بــازي از 3 تــا 10 شــماره‌گذاري گرديــد. 
ــا را  ــر، آن‌ه ــر 8 ارلن‌ماي ــم pH ه ــد از تنظي بع
اتــوکلاو کــرده آنــگاه از اتــوکلاو  و خنک شــدن 
 Acinetobacter ــر ــر 8 ارلن‌ماي ــا در ه محيط‌ه
baumannii کشــت داده. ســپس ارلن‌مايرهــا  
ــاي 37  ــا دم ــور ب ــاعت در انکوبات ــراي 24 س ب
ــه  ــانتي‌گراد و دور 150 دور در دقيق ــه س درج
گرمخانه‌گــذاري گرديــد. بعــد از گذشــت 24 
خــارج  انکوباتــور  از  ارلن‌مايرهــا   ســاعت 
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گرديــده و بــه هرکــدام مقــدار 50 ميلي‌گــرم در 
ــد. در  ــه گردي ــن اضاف ــگ اينديگوکارمي ــر رن ليت
ــت  ــر اس ــه صف ــادل لحظ ــه مع ــه ک ــان لحظ هم
ــا  ــته و ب ــر برداش ــر ارلن‌ماي ــي از ه ــدار کم مق
دور 4000  دور در دقيقــه به‌مــدت 10 دقيقــه 
ســانتريفيوژ گرديــد. بعــد از ســانتريفيوژ مايــع 
رويــي بــراي ســنجش ميــزان رنــگ موجــود در 
آن بــا دســتگاه اســپکتروفتومتري در طول‌مــوج 
ــت  ــد از گذش ــد. بع ــز گردي ــر آنالي 610 نانومت
ــي،  ــراي رنگزداي ــده ب ــه‌ به‌دســت آم ــان بهين زم
اندکــي  ارلن‌مايــر مقــدار  از هــر 8   مجــدداً 
برداشــته و ســانتريفيوژ گرديــده و بــا دســتگاه 
ــا  ــا ب ــد. در انته ــز گردي ــپکتروفتومتري آنالي اس
اســتفاده از فرمــول 1 ميــزان درصــد رنگزدايــي  
ــه  ــه ب ــري باتوج ــيله باکت ــن بوس اينديگوکارمي
ــن  ــک از pHهــا تعيي ــراي هــر ي ــر ب زمــان صف

ــد. گردي

بررسي تاثير دما بر رنگزدايي بوسيله باکتري
به‌منظــور بررســي تاثيــر دمــا بــر رنگبــري رنــگ 
اينديگوکارميــن بوســيله باکتــري، بعــد از ســاخت 
محيط‌کشــت و تنظيــم pH  محيــط‌ و ســپس 
ــه  ــود ب ــر ه ــت را در زي ــوکلاو آن‌، محيط‌کش ات
6 قســمت مســاوي تقســيم گرديــد. در هــر 6 
  Acinetobacter baumannii ارلن‌مايــر باکتــري
کشــت گرديــد. ســپس ارلن‌مايرهــا  را به‌مــدت 24 
ســاعت در انکوباتــور بــا دور 150 دور در دقيقــه 
و دمــاي 37 درجــه ســانتي‌گراد گرمخانه‌گــذاري 
گرديــد تــا باکتري‌ها رشــد کننــد. بعد از گذشــت 

ــدار  ــا مق ــک از  ارلن‌مايره ــه هري ــاعت ب 24 س
اينديگوکارميــن  رنــگ  ميلي‌گرم-درليتــر   50
ــگ  ــردن رن ــان اضافه‌ک ــد. در زم ــه گردي اضاف
ــدود  ــت مقدارح ــر اس ــان صف ــادل زم ــه مع ک
ــر برداشــته و  ــر از هــر 6 ارلن‌ماي ــي ليت ده ميل
به‌مــدت 10 دقيقــه بــا دور 4000دور در دقيقــه 
ــي را  ــول روي ــگاه محل ــد. آن ســانتريفيوژ گردي
ــپکتروفتومتري  ــتگاه اس ــا دس ــرده و  ب ــدا ک ج
بــراي تعييــن ميــزان رنــگ موجــود در آن 
آناليــز گرديــد. در ادامــه هريــک از 6 ارلن‌مايــر 
 ،35  ،30 يکديگــر)  بــا  مختلــف  دماهــاي  در 
قــرار  40، 45، 50 و55 درجــه ســانتي‌گراد( 
گرفتنــد. پــس از گذشــت زمــان بهينــه شــرايط 
تجزيــه، ارلن‌مايرهــا را کــه هرکــدام در دمايــي 
ــرون  ــا بي ــوده‌ از آون‌ه ــري ب ــا ديگ ــاوت ب متف
ــته و  ــدام برداش ــم از هرک ــداري ک آورده و مق
ســانتريفيوژ گرديــد و بــا اســتفاده از دســتگاه 
ــر  ــوج 610 نانومت اســپکتروفتومتري در طول‌م
ميــزان رنــگ باقي‌مانــده در محلــول رويــي 
بعــد از ســانتريفيوژ  ســنجيده شــد. در انتهــا با 
اســتفاده از فرمــول 1 ميــزان درصــد رنگزدايي 
از ســوي باکتــري باتوجــه بــه زمــان صفــر در 
هــر 6 دمــا بــراي  رنــگ اينديگوکارميــن  تعييــن 

ــد. گردي

تعييــن درصــد رنگزدايــي بوســيله دســتگاه 
اســپکتروفتومتري

بــراي تعييــن ميــزان رنگزدايــي، در حالتــي 
فــاز  دارد،  باکتــري وجــود  کــه در محيــط 
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ــع  ــاز ماي ــري( را از ف جامد)شــامل ســلول باکت
ــا  ــانتريفيوژ ب ــيله س ــت به‌وس ــاي کش نمونه‌ه
دور 4000 دور در دقيقــه به‌مــدت 10 دقيقــه 
جــدا گرديــد. ســپس در محلــول رويــي غلظــت 
رنــگ باقيمانــده را در طول‌مــوج بيشــينه  ) 
ــا  ــن ب ــگ اينديگوکارمي ــه رن ــوط ب λmax(مرب

زمــان  دريــک  اســپکتروفتومتري،  دســتگاه 
مشــخص اندازه‌گيــري گرديــد.

ــول  ــتفاده  از فرم ــا اس ــري )D(ب ــد رنگب درص
ــد:       ــبه گردي ــول 1( محاس ــر )فرم زي

( )
0

0

A

tAA
D

−
=

 
D: درصد رنگزدايي

A0   : جذب در زمان صفر

t جذب در زمان :At 
نتايج

 تاثيــر زمــان بــر رنگزدايــي اينديگوکارميــن 
توســط سيســتم 

همانگونــه کــه در شــکل 1 مشــاهده گرديــد کــه، 
ــدود  ــا ح ــر ت ــه صف ــان از لحظ ــت زم ــا گذش ب
66 ســاعت ميــزان رنگزدايــي ازســوي باکتــري 
به-طــور تصاعــدي افزايــش مي‌يايــد. ‌بــه گونــه 
اي ‌کــه در 66 ســاعت ميــزان رنگزدايــي بــه 58 
ــاعت  ــا 72 س ــان 66 ت ــيد و از زم ــد رس درص
تغيير محسوســي در ميــزان رنگزدايي مشــاهده 
نشــد. پــس مشــخص گرديــد کــه زمــان بهينــه 
جهــت انجــام رنگبــري رنــگ ايندگويکارميــن از 
ــد.  ــاعت مي‌باش ــادل 58 س ــري مع ــوي باکت س
ــان  ــن زم ــازي‌ها در اي ــاير بهينه‌س ــه س در ادام

شکل 1: تاثير زمان بر ميزان رنگزدايي اينديگوکارمين توسط باکتري)دما 37 درجه سانتي‌گراد، Hp=10 ، غلظت 
رنگ 50 ميلي‌گرم-درليتر، شرايط بدون‌همزدن(.
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ــد. ــري ش اندازه‌گي
تاثير pH بر ميزان رنگزدايي اينديگوکارمين 

توسط باکتري
بــه شــکل 2 ميــزان رنگزدايــي  بــا توجــه 
ــاي  ــري درpHه ــط باکت ــن توس اينديگوکارمي
مختلــف)3، 4، 5، 6، 7، 8، 9 و 10( مشــخص 
ميــزان  بيشــترين   pH  =10 در  کــه  شــد 
رنگبــري ازســوي باکتــري صــورت مي‌گيــرد، 
ــن  ــود. بنابراي ــد ب ــر58 درص ــدار براب ــن مق اي
10pH= به‌عنــوان pH بهينــه جهــت رنگزدايــي 

اينديگوکارميــن توســط باکتــري معرفــي شــد.  
pHهــاي  در    Acinetobacter baumannii
ــه  ــن س ــذا اي ــود، ل ــد نب ــه رش ــادر ب 3،4 و 5 ق
ــتم  ــراي سيس ــه ب ــبه pH بهين pHرا در محاس

ــم.  ــاب نياوردي ــه حس ــري ب ــاوي باکت ح
تاثير دما بر ميزان رنگزدايي اينديگوکارمين 

توسط باکتري
بــا بررســي تاثيــر دماهــاي مختلــف)30، 35، 40، 
ــب‌ترين  ــه مناس ــد ک ــخص ش 45، 50 و55( مش
دمــا جهــت رنگزدايــي اينديگوکارميــن از ســوي 
ــت.  ــانتي‌گراد اس ــه س ــر 55 درج ــري براب باکت
ــگ  ــه رن ــد تجزي ــکل 3 درص ــه ش ــه ب ــا توج ب
معــادل 96/58  دمــا  ايــن  در  اينديگوکارميــن 
ــا  درصــد اســت. همچنيــن مشــخص شــد کــه ب
ــانتي‌گراد  ــه س ــه 55 درج ــا از 30 ب ــش دم افزاي
ــش  ــن افزاي ــگ اينديگوکارمي ــه رن ــد تجزي درص

مي‌يابــد.
ــالا  ــا ب ــي ب ــرد وقت ــتدلال ک ــوان اس ــايد بت ش

شکل 2: تاثير pH بر ميزان رنگزدايي اينديگوکارمين توسط باکتري) زمان 66 ساعت، دما 37 درجه سانتي‌گراد، 
غلظت رنگ 50 ميلي-گرم‌درليتر، شرايط بدون‌همزدن(.
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رفتــن دمــا باکتــري کشــته مــي گــردد،در ايــن 
حالــت بيومــس مــرده باکتــري رونــد رنگبــري 
را بــه نحــو صحيــح ادامــه مــي دهــد. در واقــع 
ــري کشــته  ــواره باکت ــالا دي ــي ب در دمــاي خيل
شــده نيــز تخريــب شــده و آنزيــم هــاي اصلــي 
دخيــل در رنگبــري رهــا مــي شــوند و پروســه 
ــام  ــود انج ــي خ ــر کاراي ــا حداکث ــري را ب رنگب

مــي دهنــد.

تاثيــر غلظت‌هــاي اوليــه مختلــف رنــگ بــر 
ــط  ــن توس ــي اينديگوکارمي ــزان رنگزداي مي

باکتــري
ــي  ــزان رنگزداي ــد، مي ــي ده ــان م ــکل 4 نش ش
اينديگوکارميــن توســط باکتــري در غلظت‌هــاي 
ــر)25،  ــب ميلي‌گرم‌درليت ــگ برحس ــف رن مختل

ــه  ــد ک ــخص ش 50، 75، 100، 150 و 200( مش
ــا افزايــش غلظــت اوليــه رنــگ از 25 تــا 100  ب
ميلي‌گرم‌درليتــر درصــد رنگزدايــي افزايــش 
حــدود  ميلي‌گرم‌درليتــر   100 در  و  مي‌يابــد 
98/88 درصــد اســت، ولــي از غلظــت 100 
ــي  ــد رنگزداي ــد درص ــه بع ــر ب ميلي‌گرم‌درليت

ــت. ــش اس داراي کاه
  ‌

بحث و نتيجه‌گيري
ــد  ــتفاده ش ــش اس ــن پژوه ــه در اي ــري ک باکت
ــد.  ــه گردي به‌طــور اســتاندارد و فريزشــده تهي
ــان داد  ــق نش ــن تحقي ــل از اي ــاي حاص يافته‌ه
کــه براي سيســتم شــامل اســينتوباکتربائوماني

 Acinetobacter baumanni زمان‌ 66 ساعت 
زمــان‌ بهينــه‌اي اســت کــه حداکثــر ميــزان 

شــکل 3: تاثيــر دمــا بــر ميــزان رنگزدايــي اينديگوکارمين توســط سيســتم)زمان66 ســاعت، pH =10، غلظــت رنگ 50 
ميلي‌گــرم درليتــر، شــرايط بدون‌همــزدن(.
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ــور  ــرد. به‌ط ــورت مي‌گي ــي در آن‌ ص رنگزداي
کلــي در بيشــتر پژوهش‌هــاي مربــوط بــه 
رنگزدايــي باکتريايــي بســته بــه نــوع باکتــري و 
نــوع رنــگ ازنظــر ســاختار شــيميايي، فرآينــد 
تــا 5 روز مي‌توانــد  از 8 ســاعت  رنگبــري 
ــان  ــده نش ــت آم ــج به‌دس ــد. نتاي ــر باش متغي
 pH ــن ــگ اينديگوکارمي ــه رن ــه در تجزي داد ک
ــت.  ــر 10 اس ــتم براب ــي سيس ــب رنگزداي مناس
در کاری کــه بوســيله تيــان و همــکاران انجــام 
گرفــت  تجزيــه رنــگ اينديگــو کارميــن بوســيله 
قــارچ Ganoderma weberianum نتايــج 
ــن 28  ــه بي ــاي بهين ــت. دم ــوده اس ــه ب اينگون
ــه در  ــراد و pH بهين ــانتي گ ــه س ــا 33 درج ت
حــدود 4.5 بــوده اســت و حداکثــز تجزيــه رنگ 

ــي  ــراي 20 ميل ــده و ب ــد بئ ــو 92 درص اينديگ
ــت  ــا گذش ــگ اينديگــو ب گــرم در ليتــر از رن
 Tian et ــد ــت آم ــه دس ــاعت ب ــک س ــان ي زم
ــکاران در ســال 2011  al.  (2013). چــو و هم

تجزيــه زيســتي رنــگ اينيگوکارميــن را بــا 
  Bacillusاســتفاده از آنزيــم لاکاز باکتــري
subtilis پرداختنــد. در ازمايــش ايــن محققيــن 
مشــخص گرديــد، بــه ازاي اضافــه کــردن 
ــزان 44/6  ــوق ، مي ــري ف ــرم باکت ــي گ ــک ميل ي
ميکروگــرم از رنــگ اينديگوکارميــن در دمــاي 
60 درجــه ســانتي گــراد و در pH حــدود 8 
و در مــدت زمــان 42 ســاعت صــورت گرفــت. 
ــودن  ــپور دار ب ــالا اس ــرارت ب ــه ح ــت درج عل
باکتــري و مقــاوم بــودن بــه شــرايط نامســاعد 

ــري)  ــط باکت ــن توس ــي اينديگوکارمي ــزان رنگزداي ــر مي ــگ ب ــف از رن ــه مختل ــاي اولي ــر غلظت‌ه ــکل 4: تاثي ش
زمــان66 ســاعت، pH =10، دمــا 55 درجــه ســانتي‌گراد، شــرايط بدون‌همــزدن(.

(mg/lit)
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محيطــي مــي باشــد.)Cho et al.  (2011 در 
ــي  ــزان رنگزداي ــر مي ــان ب ــر زم ــي تاثي بررس
اينديگوکارميــن توســط سيســتم، در زمــان 
66 ســاعت بيشــترين درصــد تجزيــه رنــگ 
صــورت گرفــت. نتايــج به‌دســت آمــده در ايــن 
پژوهــش نشــان داد کــه بــا افزايــش غلظــت از 
ــه  ــد تجزي ــر درص ــه 100 ميلي‌گرم‌درليت 25 ب
ــه کاهــش  ــي در ادامــه شــروع ب ــه ول ــالا رفت ب
و  محدودشــدن  به‌دليــل  ايــن  کــه  مي‌کنــد 
و  محيط‌کشــت  درون  موادمغــذي  کم‌شــدن 
ــر  ــگ ب ــمي رن ــت س ــالاي غلظ ــر ب ــه اث درنتيج

باکتــري اســت کــه باعــث عــدم رشــد دوبــاره 
باکتــري درمحيــط مي‌شــود. در بررســي تاثيــر 
دمــا بــر ميــزان رنگزدايــي مشــخص شــد 
ــاي  ــد دم ــالا مانن ــاي ب ــتم در دماه ــه سيس ک
درصــد  بيشــترين  ســانتي‌گراد  درجــه   55
رنگزدايــي را دارد. رنــگ اينديگوکارمين معمولًا 
در دماهــاي بالا)حــدود39 درجــه ســانتي‌گراد( 
جــذب اليــاف مي‌شــود لــذا مي‌تــوان گفــت 
ــي  ــد به‌خوب ــم مي‌توان ــالا ه ــاي ب ــه در دماه ک

ــردد. ــه گ تجزي
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