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رنگ زدايی رنگ آزوی قرمز كنگو توسط باكتری های جداسازی 
شده از پساب كارخانجات نساجی

معصومه انوری*1 ، حسین پوركاظم2

چکیده
رنــگ هــای آزو بــدون هیچگونــه پیش تصفیــه ای بــه فاضــلاب وارد می 
شــود و محیــط زيســت را آلــوده می ســازد. بــرای جلوگیــری از آلودگی 
منابــع آســیب پذيــر، حــذف آلاينده هــای  رنگــی  مهــم اســت. روش های 
ســنتی تصفیــه پرهزينــه مــی باشــد و مشــکلات عملیاتــی شــدن دارد. 
روش زيســتی يــک روش ارزان بــرای احیــای رنــگ هــا بــه حســاب مــی 
آيــد. بــرای ايــن منظــور نمونــه هــای پســاب از نقــاط آلــوده بــه رنــگ 
بــرای جداســازی باكتــری تجزيــه كننــده، جمــع آوری شــد. در مراحــل 
بعــد باســیل هــوازی گرم مثبت جداســازی شــد كــه توانايی چشــمگیری 
در حــذف رنــگ را داشــت. پارامترهــای متغییــر مختلفــی ماننــد منبــع 
كربــن و نیتــروژن، درصــد تلقیــح، دمــا و اســیديته بــرای  بهینه ســازی 
رنــگ زدايــی قرمــز كنگــو بــا اســتفاده از باكتريهــا، اســتفاده شــد. نتايج 
نشــان داد پارامترهــای اســیديته، منبــع نیتــروژن و درصــد تلقیــح در 
رنــگ زدايــی قرمــز تاثیرگذارتــر بودنــد. رنــگ زدايــی زمانیکــه زايلــوز 
بــه عنــوان منبــع كربــن و عصــاره مخمــر بــه عنــوان منبــع نیتــروژن 
بــود، افزايــش يافــت. درصــد تلقیــح بهینــه بــرای رنــگ زدايــی پنــج 

درصــد بــود. اســیديته بهینــه جهــت حــذف رنــگ توســط باكتــری
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 در شــرايط اســیدی)pH=5( و دمــای بهینــه رنــگ زدايــی برابــر بــا 25 
درجــه ســانتیگراد بــود. تحت شــرايط بهینه رنــگ زدايی در حــدود %100 
صــورت پذيرفــت. میــزان رنــگ زدايــی بــالا و شــرايط آســان اســتفاده 
نشــان داد كــه باكتــری جداســازی شــده پتانســیل بالايــی در تصفیــه 
زيســتی فاضــلاب رنگــرزی دارد و بــرای ايــن امــر مــی توانــد اســتفاده 
شــود. نتايــج گــزارش شــده، نیــاز بــه تحقیقــات بیشــتری بــرای اثبات 
ســودمندی جدايــه  جداســازی شــده جهــت تجزيــه كاربــردی رنــگ هــا 

ماننــد اســتفاده در تصفیــه پســاب، دارد 

ــی  ــگ زداي ــاجی ،رن ــاب نس ــتی، پس ــه زيس ــدی : تجزي ــای كلی واژه ه
)  Red Congo ، Bacillus subtilis(كنگــو قرمــز   ،)Decolonization(

مقدمه
تجزیــه رنــگ هــای موجــود در پســاب هــای 
مهمتریــن  از  یکــی  نســاجی  کارخانجــات 
محیــط  مشــکلات  برانگیزتریــن  بحــث  و 
ــه شــمار مــی آید.امــروزه حــدود  زیســتی ب
1000 رنــگ مختلــف در صنایــع اســتفاده 
ــه  ــا ب ــگ ه ــی رن ــرف جهان ــودو مص ــی ش م
ــد  ــی رس ــال م ــن در س ــش از 700000 ت بی
.)Yuzhu  et al., 2001, Robinson et al.,  2001(

هــای  رنــگ  شــیمیایی  ســاختار  نظــر  از 
انــواع  در  کــه  دارنــد  وجــود  مختلفــی 
اســیدی،  هــای  رنــگ  ماننــد  گوناگونــی 
آزو  دی  آزو،  پراکنــده،  بــازی،  راکتیــو، 
تــری  گوگــردی،  فلــزی،  آنتراکوئینــون، 
بنــدی  طبقــه  فتالوســیانین  و  متــان  فنیــل 
ــاً  مــی شــوند. فاضــلاب هــای نســاجی عمدت
شــامل ایــن رنــگ هــا اســت کــه ســبب آســیب 
رســانی بــه محیــط زیســت مــی شــوند.حدود 
ــدی،  ــای تولی ــگ ه ــد کل رن ــا 70 درص 60 ت

ــا  ــک ی ــه دارای ی ــتند ک ــای آزو هس ــگ ه رن
چنــد پیونــد آزو مــی باشــند

.)McMullan  et al., 2001 , Lewis et al.,  1999(
تخلیــه پســاب هــای رنگــی بــه محیــط زیســت 
ــیب  ــر آس ــلاوه ب ــی ع ــای آب ــتم ه و اکوسیس
ــوذ  ــی، از نف ــای طبیع ــه مناظــر زیب رســاندن ب
نــور بــه داخــل اعمــاق آب جلوگیــری مــی 
کنــد)Campos  et al.,  2001( و باعــث مختــل 
رفتــن  بیــن  از  و  فتوســنتز  فرآینــد  شــدن 
)Wang et al.,  2008(گیاهــان آبــزی مــی شــود

وازطرفــی ســبب رشــد ســریع بعضــی از انــواع 
جلبــک هاشــده کــه در نتیجــه ا کســیژن محلــول 
ــی از  ــات بعض ــد و حی ــی یاب ــش م در آب کاه
ــود ــه میش ــی باخطرمواج ــد ماه ــان همانن آبزی

.)Namasivayam et al.,  2001(
بســیاری از رنــگ هــای آزومحلــول درآب مــی 
باشــد وبــه راحتــی ازطریــق تمــاس پوســتی و 
استنشــاق جــذب میشــودکه منجــر بــه خطرابتلا 
ــرژی میشــودوبرای  ــه ســرطان و واکنــش آل ب
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چشــم محــرک مــی باشــدودرصورت استنشــاق 
یــا مصــرف بــه شــدت ســمی مــی باشــد

.)Nikulina  et al., 1994 , MacPhee et al., 1975(
ــرای  ــی ب ــده مختلف ــه کنن ــای تصفی ــتم ه سیس
ــای  ــاب ه ــود در پس ــای موج ــگ ه ــه رن تجزی
ــادی  ــر اقتص ــا از نظ ــود دارد ام ــاجی وج نس

ــتند ــه هس پرهزین
.)Coughlin  et al., 1997 , Moosavi et al.,  2005(

ــا  ــازگار ب ــی س ــگ روش ــتی رن ــه زیس تجزی
محیــط، کــم هزینــه و بــی خطــر اســت. در 
ایــن روش تجزیــه رنــگ هــای  آزو بــر اســاس 
ــن دو  ــیمیایی بی ــای ش ــدن پیونده ــته ش شکس
ــری  ــل آزو توســط باکت ــروژن در عام ــم نیت ات

هــا انجــام مــی شــود
.)Chen  et al., 2003 & Pearce et al.,  2003(

ــردن  ــه ک ــر روی تجزی ــترده ای ب ــات گس مطالع
سیســتم  توســط  آزو   مختلــف  هیــا  رنــگ 
ــویه  ــده است.س ــام ش ــان انج ــی در جه باکتریای
 Bacillus sp, هــای باکتریایــی مختلفــی ماننــد
 Arthrobacter sp, Sphaerotilus natans, (Bhatt

 et al., 2005)Alcaligenes faecalis, Commomonas
   acidovorans, streptococcus  faecalis,( Khalid  et

  al., 2008) Pseudomonas aeruginosa,Shewanella
 sp, Rhodopseudomonas palustris ( Guang et al.,

2006). توانایــی تجزیــه رنــگ هــای آزو مختلفی 

ــد. را دارن
ــی  ــگ زدای ــزان رن ــی و می ســیکل رشــد طولان
ــده  ــث ش ــا باع ــک ه ــا و جلب ــارچ ه ــط ق توس
ــط  ــی توس ــگ زدای ــای رن ــتم ه ــرد سیس کارب
آن محــدود شــود، در مقابــل رنــگ زدایــی 

ــی  ــام م ــر انج ــریع ت ــا، س ــری ه ــط باکت توس
.)Chang et al., شــود)2001 

هــدف از ایــن مطالعــه، بررســی توانایــی ســویه 
هــای جداســازی شــده از پســاب کارخانــه 
ــو  ــز کنگ ــگ آزوی قرم ــه رن ــاجی در تجزی نس

ــوده اســت. ب
مواد و روش ها

ــز  ــق قرم ــن تحقی ــتفاده در ای ــورد اس ــگ م رن
کنگــو بــود کــه محصــول شــرکت مــرک آلمــان 
مــی باشــد. ایــن رنــگ در صنایــع نســاجی 
ــه  ــق ب ــن تحقی ــادی دارد و در ای ــرف زی مص
عنــوان رنــگ مــدل بــرای آزمایــش هــای بهینــه 

ــت ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــازی م س
 A بــرای جداســازی باکتــری از محیــط کشــت
شــامل ترکیبــات گلوکــز )0/2 درصــد(، پپتــون 
) 0/5 درصــد(، عصــاره مخمــر ) 0/5 درصــد(، 
 7H2O ,MgSO4 ــد( و ــک درص KH2PO4 )ی

)0/02 درصــد( و 100 میلــی گــرم رنــگ قرمــز 
.)Horikoshi et al., 1982(کنگو اســتفاده گردیــد

نمونــه گیــری از پســاب کارخانــه نســاجی واقع 
در شــهرک صنعتــی البــرز کــرج در بطــری 
اســتریل صــورت گرفــت و نمونــه هــا بــر روی 

یــخ خشــک بــه آزمایشــگاه منتقــل شــد.
سنجش  فعالیت رنگ زدايی

اساســی تریــن روش جهــت انــدازه گیــری رنگ 
هــا روش اســپکتروفتومتری اســت. از آنجائیکه 
ــف ایجــاد  ــای مختل ــول ه ــا در محل ــه ه رنگدان
رنــگ هــای واضــح و آشــکاری مــی کننــد 
ــش دارای جــذب  ــی- فرابنف ــه مرئ ــه در ناحی ک
مــی باشــند و بــه راحتــی قابــل آشکارســازی 
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ــن روش در  ــداول تری ــک مت ــن تکنی ــتند، ای هس
ــدازه گیــری آنهــا مــی باشــد شناســایی و ان
.)Andrew,   Eaton,  Ann,   Franson - 2005(

فرمــول رنــگ زدايــی و نحــوه محاســبه 
ــگ ــذف رن ح

D =)ODz-ODs( x100

توســط فرمــول درصــد رنــگ زدایــی محاســبه 
شــد کــه در آن D برابــر بــا درصدرنــگ زدایی، 
ODZ جــذب اولیــه و ODS جــذب نمونــه مــی 

. )Sahasrabudhe et al., 2014( باشــد
شناسايی باكتری

ــایی  ــرای شناس ــرم ب ــزی گ ــگ آمی ــد از رن بع
 Microgen® ایــن باکتــری از کیــت شناســایی
انگلســتان  کشــور  ســاخت   Bacillus ID

ــوار شناســایی  ــه شــامل دو ن اســتفاده شــد ک
اســت کــه در مجمــوع شــامل 24 سوبســترای 
شناســایی  و  واکنــش  جهــت  اختصاصــی 

ــت. ــری اس باکت
روش طراحی آزمايش و بهینه سازی

ــش و  ــی آزمای ــرای طراح ــش، ب ــن پژوه در ای
تعییــن شــرایط بهینــه رنــگ بــری ســویه مــورد 
مطالعــه از روش تاگوچــی اســتفاده شــد(  
)Yang, Yamg, 1998( روش تاگوچــی یــک 
روش طراحــی آزمایــش از نــوع کســری از 
فاکتوریــل کامــل اســت کــه در ایــن روش 
ــر  ــن متغیی ــن بی ــا ممک ــب هی ــدادی از ترکی تع
هــا انتخــاب مــی شــود. انتخــاب ایــن تعــداد بــر 

ODz

ــه، طــوری  اســاس طــرح آزمایــش بــه کار رفت
انجــام مــی شــود کــه واریانــس خطــا، بــا 
ــرا  ــن اج ــای ممک ــب ه ــام ترکی ــه تم ــی ک حالت
شــود، یکســان باشــد. پــس از انجــام آزمایــش 
هــا و بــا ارزیابــی پاســخ هــای بدســت آمــده، 
ــن  ــود. در ای ــی ش ــاب م ــخ انتخ ــن پاس بهتری
ــان  ــا، زم ــش ه ــداد آزمای ــش تع ــا کاه روش ب
ــادی  ــد زی ــا ح ــز ت ــا نی ــش ه ــام آزمای کل انج

. )Taran et al., 2010(کاهــش مــی یابــد
ــل  ــن عوام ــن گام تعیی ــی اولی در روش تاگوچ
موثــر و ســطوح آن هــا اســت. در میــان عوامــل 
ــویه،  ــن س ــی ای ــگ زدای ــد و رن ــر در رش موث
منبــع کربــن، منبــع نیتــروژن، اســیدیته، درصــد 
تلقیــح و دمــا اهمیــت زیــادی دارنــد. بــه طــور 
کلــی ایــن پنــج عامــل بــا چهــار ســطح در نظــر 
گرفتــه شــد. در جــدول 1 عامــل هــا و ســظوح 

نشــان داده شــده اســت 
.)Praveen et al., 2012(
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 جدول 1: عوامل و سطوح مورد بررسی در طراحی آزمایش

بــا توجــه بــه جــدول آرایــه هــای متعامــد 
 16 ســطح،  چهــار  و  عامــل  پنــج  شــامل 
آزمایــش طراحــی شــد. در جــدول 2،  آزمایــش 
هــا نشــان داده شــده اســت. بــرای انجــام هــر 
آزمایــش 50 میلــی متــر از محیــط کشــت یــاد 
ــه، پــس از تنظیــم  شــده را در ارلــن 100 ریخت
ــده  ــن ش ــرایط تعیی ــه ش ــه ب ــا توج ــیدیته ب اس

توســط نــرم افــزار، بــه هــر ارلــن طبــق شــرایط 
ــور  ــا را درون انکوبات ــن ه ــرده و ارل ــح ک تلقی
شــیکردار بــا دور 200 دور در دقیقــه در دمــای 
ــه و  ــه مــدت ســه روز انکوب مشــخص شــده ب
ــتگاه  ــتفاده از دس ــا اس ــگ ب ــذف رن ــدار ح مق

ــد. ــی ش ــپکترومتر بررس اس

جدول2: محیط کشت های طراحی شده توسط روش تاگوچی

(NH4)2SO4

(NH4)2SO4

(NH4)2SO4

(NH4)2SO4
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 7H2O ,MgSO4 ــد( و ــک درص KH2PO4 )ی

ــه  ــا اضاف ــط ه ــه محی ــه هم ــد( ب )0/02 درص
شــد. 

تمــام آزمایــش هــای ایــن تحقیــق، در دو تکــرار 
ــت  ــای ثب ــذب ه ــه ج ــه ب ــا توج ــد. ب ــام ش انج
ــی، درصــد حــذف  ــگ زدای شــده و فرمــول رن
رنــگ هــر محیــط در زمان هــای 24ســاعت، 48 
ســاعت و 72 ســاعت محاســبه شــد. مطالعــات 
آمــاری ایــن تحقیــق بــا اســتفاده از نــرم افــزار 

Minitab 16 انجــام پذیرفــت.

نتايج
نتايج شناسايی

در رنــگ آمیــزی گــرم مشــخص شــد کــه 
ــیل  ــری باس ــک باکت ــه ی ــورد مطالع ــری م باکت

گــرم مثبــت اســت. نتایــج بدســت آمــده از 
کیــت Microgen® Bacillus ID نشــان داد کــه 
ــی  ــر Bacillus subtilis م ــورد نظ ــری م باکت

ــد. باش
نتایج رنگ زدایی

پــس از احــراز شــرایط لازم بــرای هــر 16 
آزمایــش مشــخص شــده بــه وســیله نــرم افزار 
تاگوچــی و انجــام آزمایــش هــا و بررســی 
میــزان رنــگ بــری در محیــط، نتایــج بــه کمــک 
برنامــه کامپیوتــری Minitab تجزیــه و تحلیــل 
و اثــرات مربــوط بــه هــر ســطح محاســبه شــد.

 نتایج رنگ زدایی بعد از 24 ساعت
 نتایــج رنــگ زدایــی بعــد از 24 ســاعت در 

ــت. ــده اس ــدول 3 آم ج
جدول 3: نتایج نهایی درصد رنگ زدایی بعد از 24 ساعت توسط باکتری جداسازی شده

(NH4)2SO4

(NH4)2SO4

(NH4)2SO4

(NH4)2SO4
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ــر  ــر هــر ســطح از عوامــل ب در جــدول 4  تاثی
روی رنــگ زدایــی بعــد از 24 ســاعت ایــن 
ســویه نشــان داده شــده اســت کــه عامــل 
ــز،  ــی گلوک ــوم یعن ــطح س ــن در س ــع کرب منب
منبــع نیتــروژن در ســطح ســوم یعنــی عصــاره 
مخمــر، درصــد تلقیــح در ســطح اول یعنــی 

پنــج درصــد، اســیدیته در ســطح اول یعنــی 5 و 
دمــا در ســطح اول یعنــی 25 درجــه ســانتیگراد 
ــی بعــد از  ــر را در رنــگ زدای ــن تاثی بیــش تری
24 ســاعت رنــگ قرمــز کنگــو توســط باکتــری 

ــد. ا را دارن

جدول4:  اثر سطوح مختلف عامل ها بر میزان رنگ بری باکتری جداسازی  شده بعد از 24 ساعت

تعییــن شــاخص تاثیرگــذار در رنــگ بــری 
رنــگ قرمــز کنگــو بعــد از 24 ســاعت بــه کمــک 
تحلیــل واریانــس در جدول 5 نشــان داده شــده 
اســت. ســتون آخــر اثــرات هــر یــک از عامــل 
ــد. عامــل  ــن مــی کن ــری تعیی ــگ ب هــا را در رن

ــری  ــگ ب ــرای رن ــل ب ــن عام اســیدیته موثرتری
رنــگ قرمــز کنگــو توســط باکتــری جداســازی  
شــده اســت. پــس از آن بــه ترتیــب عامــل منبــع 
ــن   ــع کرب ــا و منب ــح، دم ــروژن، درصــد تلقی نیت

بیــش تریــن تاثیــر را دارد.

جدول5: تحلیل واریانس برای رنگ زدایی قرمز کنگو توسط باکتری ایزوله شده بعد از 24 ساعت

تاثیــر منبــع كربــن بــر رنــگ زدايــی بعــد از 
24 ســاعت

نتایــج نشــان داد اگــر منبــع کربــن زایلــوز 
باشــد، فعالیــت رنــگ زدایــی حداکثــر اســت. در 

نمــودار 1 نشــان داده شــده اســت کــه پــس از 
ــگ  ــر را  در رن ــترین تاثی ــز بیش ــوز، گلوک زایل
زدایــی قرمــز کنگــو توســط ســویه باســیلوس 
ســابتیلیس بعــد از 24 ســاعت را دارد.گالاکتــوز 


