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چكیده 
زانت��ان، پلی س��اکارید خارج  س��لولی باکت��ری بیم��اری زای گیاهی 
Xanthomonas campestris، در صنای��ع گوناگ��ون به ویژه نفت، غذا 
و دارو کاربردهای فراوانی پیدا نموده اس��ت. از این رو دستیابی به 
روش های ساده و ارزان برای اندازه گیری غلظت زانتان در محلول ها 
بس��یار ارزشمند اس��ت. در این پژوهش تاثیر کمی اتصال زانتان بر 
روی طیف جذبی قرمز کنگو بررسی شده است. نتایج نشان دادند که 
حضور زانتان س��بب هیپوکروموسیتی )کاهش شدت جذب در طول 
موج ماکزیمم( در طیف جذبی قرمزکنگو می ش��ود. همچنین مشاهده 
شد که پیش از انجام اس��پكتروفتومتری، نگاه داشتن محلول زانتان 
برای مدت یک روز برای پایداری آن لازم بوده و وارونه کردن ساده  
همزنی س��ریع و مناسبی را برای اختلاط محلول های رنگی و زانتان 
فراهم می آورد. بهتری��ن نتایج در غلظت های 40 تا 80 میكروگرم در 
لیتر قرمزکنگ��و و طول موج 492 نانومتر در تمامی غلظت های مورد 
 121°C بررس��ی از زانتان بدست آمد. گرمادهی به محلول زانتان در
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جذب آن را بدون تغییرات قابل توجه در الگوی آن تحت تأثیر قرارداد. 
این اطلاعات پایه می تواند زمینه را برای ارائه یک روش طیف سنجی 

به منظور اندازه گیری پلیمر زیستی زانتان فراهم نماید.

واژه ه�ای كلی�دی: زانت��ان، پلی س��اکارید، قرمزکنگ��و، برهم کنش، 
طیف سنجی

1- مقدمه
زانتان پلی س��اکارید خارج س��لولی باکتری 
 Xanthomonas campestris بیماری زای گیاهی
و برخی دیگر از گونه های منسوب به آن است 
)Kang, 1979 و Rogovin, et al. 1969(. اسكلت 

 β)1→4( سلولزی این پلی ساکارید پیوندهای
دارد و بر روی کربن شماره 3 گلوکز، دارای 
شاخه جانبی متشكل از 3 قند مانوز )داخلی(، 
گلوکورونیک اسید و مانوز )انتهایی( است که 
مانوزهای داخلی و انتهایی، به ترتیب استیله 
و پیروویله هس��تند )Jansson, 1975(. مقدار 
استیل دار شدن و پیروویل دار شدن، به سویه 
باکتریایی و شرایط رشد آن بستگی دارد. اما 
به طور کلی در حدود %60 از واحدهای دور 
پیروویله شده اند. گلوکورونیک اسید و گروه 
پیروات ش��اخه جانبی به ساختار زانتان بار 
آنیونی می دهند. برهم کنش این ش��اخه های 
آنیون��ی ب��ا اس��كلت پلیمر و با خودش��ان، 
موج��ب پیدایش خواص منحص��ر به فردی 
 Jansson, et( در محلول های زانتان می ش��ود
a1. 1976(. ب��ه علت آن که این پلی س��اکارید 

در گس��تره وس��یعی از دم��ا و pH خواص 
رئولوژیكی1 و پایداری بس��یار زیادی دارد، 

1. علم مربوط به مطالعه تغییر شكل مواد

در صنایع گوناگون کاربردهای فراوانی یافته 
است )Sharma, 2006(. علاوه بر این، زانتان 
فعالیت ه��ای زیس��تی دیگ��ری مانند کاهش 
دادن اسیداوریک، اوره و کلسترول نیز دارد 
)Soh, et al. 2003(. در پزشكی و داروسازی 

زانتان به عنوان جزئی از هیدروژل ها به کار 
می رود. به طورکل��ی زانتان می تواند ژل های 
فیزیكی و ش��یمیایی تش��كیل ده��د. ژل های 
فیزیكی معم��ول که در محلول های غلیظ این 
پلی ساکارید ایجاد می شوند، ناپایدارند. فرآیند 
ژله ای شدن زانتان معمولا برگشت پذیر است 
و با گرمادادن یا رقیق  کردن ژل های فیزیكی، 
زانتان می تواند به راحتی در محلول های آبی 
 Sharma, و Capron, et al. 2001( حل  ش��ود
2006(. در صنایع کش��اورزی نیز زانتان در 

قارچ کش ها، حش��ره کش ها و علف کش ها به 
.)Garcia et al., 2003( کار می رود

از آنج��ا که زانتان در صنایع گوناگون مانند 
نفت، غذا و دارو کاربرده��ای فراوانی یافته 
است، اندازه گیری مقدار زانتان در محلول ها 
بس��یار ارزشمند اس��ت. روش های مختلفی 
ب��رای این منظ��ور وج��ود دارد: روش های 
 NMR دقیق ولی وقت گی��ر و پرهزینه مانند
و Tavallaie et al., 2011( FTIR(، روش ه��ای 
آسان و کم هزینه مانند سنجش جرمی زانتان 
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به وس��یله حلال آل��ی، اندازه گی��ری میزان 
ویسكوزیته و اس��تفاده از برخی رنگ ها که 
به صورت اختصاصی به س��اختارهایی با 
پیونده��ای D-β گلوکان متصل می ش��وند. 
از می��ان این رنگ ها می ت��وان به قرمز کنگو 
اش��اره ک��رد )Roy, 2009(. برخی از رنگ ها 
به صورت اختصاصی به س��اختارهایی با 
پیوندهای D-β گلوکان، یا پلی س��اکاریدهای 
آنیونی متصل می ش��وند. به عنوان مثال در 
جداسازی باکتری های تجزیه کننده کربوکسی 
متیل سلولز، از ترکیب هگزا دسیل تری متیل 
آمونیوم برومید استفاده می شود، این ترکیب 
در اطراف کربوکس��ی متیل س��لولز تجزیه 
نشده رسوب می کند ولی در صورت تجزیه 
ای��ن ترکیب ایج��اد یک هاله ش��فاف می کند 
)Steensma, 2001(. ع��لاوه ب��ر این ترکیب، 

آلس��یان بلو نیز یک رنگ کاتیونی هیدروفیل 
اس��ت که ش��اخه جانب��ی آن ب��ا گروه های 
مانند  اسیدی  پلی س��اکاریدهای  کربوکسیل 
زانت��ان واکنش می دهد و ایج��اد یک ترکیب 
رنگی نامحلول می کن��د. انتخاب پذیری رنگ 
می توان��د از طریق تغیی��ر دادن pH آن و یا 
 .)Hankin, 1977( مقدار نمک رنگ کنترل شود
به طوری که این رن��گ در حالت محلول در 
pH 2/5، ب��دون حضور الكترولیت های دیگر، 

گروه های کربوکسیل پلی ساکاریدهای اسیدی 
و پلی ساکاریدهای س��ولفاتی را رنگ نموده 
ولی بر ترکیبات پلی س��اکاریدی خنثی بی اثر 
است. این رنگ در پزشكی و زیست شناسی 
برای رنگ آمیزی ترکیب��ات گلیكوزآمین در 
خون یا ادرار و ترکیبات پلی ساکاریدی خارج 
س��لولی جلبک ها و کپسول باکتری ها به کار 
 Ramus, 1977 و Whiteman, 1973( م��ی رود
و Lomnol, 1995 و Reinke, 2011(. از دیگ��ر 

رنگ ه��ا می توان به قرمز  کنگو، اش��اره کرد 
که یک س��اختار دی آزو نمک سدیم و محلول 
در آب اس��ت. حلالیت این ماده در حلال های 
آلی مانند اتانول بیش��تر از آب اس��ت و در 
این حلال ها ایجاد یک محلول کلوئیدی قرمز 
می کند )Zhang, et al. 2006(. این رنگ دارای 
کاربرده��ای عمده ای در صنعت نس��اجی و 
همچنین در روش های آزمایشگاهی بیوشیمی 
و میكروبیولوژی است. قرمز کنگو )شكل 1 
الف( علاوه بر حساسیت به تغییرات pH، یكی 
از رنگ های رایج در بافت شناسی نیز هست و 
مدتی است که به خصوص به دلیل میانكنش 
وی��ژه اش با فیبره��ای آمیلوئی��دی، کاربرد 
بسیاری در بررسی بیماری های تخریب کننده 
 )neurodegenerative diseases( بافت عصبی 
پیدا ک��رده اس��ت )Wood, 1980(. علاوه بر 
این، کاربرد قدیمی تر آن در مطالعات مربوط 
به پلی س��اکاریدها بوده اس��ت به طوری که 
اتصال سلولز، باعث تغییراتی در طیف جذبی 
آن می شود )Kasana, et al. 2008(. گزارشی 
نیز از اثر اتصال زانتان بر طیف فلئورسانس 
قرم��ز کنگو وج��ود دارد )Wood, 1980(. در 
این پژوهش تاثیر اتصال زانتان )شكل 1 ب( 
به عنوان یک پلی ساکارید کاربردی، بر روی 
طیف جذبی قرمز کنگو به طور کمی بررسی 
شده است. در صورت وجود چنین تأثیری، 
می ت��وان از قرم��ز کنگو به عن��وان ابزاری 
ب��رای اندازه گیری مقدار زانتان در محلول ها 
و همچنین بررس��ی تغییرات تراکم آن تحت 
تأثیر فعالی��ت آنزیم های مرب��وط به زانتان 

استفاده نمود.
قرم��ز کنگو ویژگی های طیف س��نجی مهمی 
دارد که آن را برای کاربرد های فوق مناسب 
ساخته است: طیف جذبی آن در محلول های 
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492، دارای یک قله است.  nm  آبی در طول موج
اتصال این رنگ به فیبرهای آمیلوئیدی سبب 
جابه جایی قرمز، در این طول موج می ش��ود. 
همچنین ب��ه دلیل برهم کنش قرم��ز کنگو با 
فیبره��ای س��لولزی، در روش رنگ آمیزی 
محیط کش��ت جامد در ظ��روف پتری از آن 
استفاده می شود )Steensma, et al. 2001(. به 
جز سلولز، پلی ساکارید زانتان نیز با داشتن 
اس��كلت D-β- گل��وکان، ه��دف خوبی برای 
اتصال قرمز کنگو است و به همین جهت، برای 
شناسایی س��ویه های میكربی که آنزیم های 
تجزیه کنن��ده زانت��ان را تولی��د می کنند، از 
رنگ آمیزی قرمز کنگو استفاده می شود .این 
روش رنگ آمیزی یک روش کیفی شناسایی 
زانتان است. حس��ن استفاده از این رنگ این 
اس��ت که بر هم کنش مستقیم آن با پیوندهای 
D-β- گلوکان سبب ایجاد یک سیستم سریع 

و حساس برای س��نجش فعالیت سویه های 
باکتریای��ی دارای فعالیت ه��ای )β )1→4 و 
)β D)1→3- گلوکانوهی��درولازی می ش��ود 

.)Zhang, et al. 2006(

در این مقاله تلاش ش��ده اس��ت با بررسی 
عوامل مؤث��ر روی برهم کنش قرمز کنگو و 

زانت��ان و اثر آنها بر طیف جذبی قرمز کنگو، 
اطلاعات پایه به منظور ارائه یک روش کمی 
برای اندازه گی��ری تراکم زانتان به وس��یله 
قرم��ز کنگو فراهم ش��ود. برق��راری رابطه 
کمی بین ج��ذب مرئی قرمز کنگ��و و مقدار 
زانتان، منجر به ارائه روش��ی ساده و ارزان 
برای اندازه گیری تغیی��رات تراکم زانتان در 

محلول های آن خواهد شد.

2- مواد و روش ها
قرمز کنگو از ش��رکت سیگما و نمونه زانتان 
)food grade( از شرکت گام تک )تبریز( تهیه 

شد. 
نظر به این که زانتان خش��ک به س��ختی در 
آب حل می شود، محلول های زانتان به مدت 
35 روی هم��زن  °C 3-1 س��اعت در دم��ای
مغناطیس��ی همزده ش��دند. در محلول های 
غلیظ تر، ب��ه دلیل خاصی��ت فیزیكی محلول 
زانتان، حباب های بس��یاری تشكیل می شود 
که اندازه گیری حجم برداشت شده را دشوار 
و پر خطا می کند. این حباب ها در محلول های 
رقیق زانتان وجود ندارند. محلول قرمز کنگو 

در آب با غلظت Mµ 200 تهیه شد.

31 
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2-1- طیف سنجی محلول های زانتان
همه آزمایش های طیف سنجی و اندازه گیری 
جذب با استفاده از دستگاه اسپكتوفتومتر دو 
 )Shimadzu-model TCC-240AO( پرت��وی 
25 انجام ش��د. با توجه به اینكه  °C در دمای
طول موج جذبی مورد نظر در گس��تره طول 
موج های مرئی است و محلول ها نیز خورنده 
نبوده اند، در هم��ه آزمایش ها از کووت های 
یک بار مصرف اس��تفاده ش��د. محلول های 
رقی��ق زانتان و قرم��ز کنگو با اس��تفاده از 
رقیق ک��ردن محلول های مادر با آب مقطر به 
دس��ت آمد و پس از اخت��لاط در حجم های 
براب��ر )µl 400( در زم��ان معین )حداکثر 15 

دقیقه( طیف  سنجی شدند.

ب�ر  اث�ر عوام�ل محیط�ی  2-2- بررس�ی 
سنجش زانتان

آزمون های جذب قرمز کنگو توس��ط زانتان 
در دو حالت بیو پلیمر گرما دیده )اتوکلاوشده 
121 به مدت 15 دقیقه( و بدون گرما و  °C در
با زمان های متفاوت برای به تعادل رس��یدن 
برهم کنش )تا 1 هفته( و در غلظت های مختلف 
)1g.L-( از محلول زانتان 0/25، 0/5، 0/75، 1، 

1/25، 1/5، 1/75، 2، 2/5، 3، بررسی شدند. از 
آب مقطر به عنوان شاهد استفاده شد و همه 
آزمایش ها حداقل با دو بار تكرار انجام شدند.

2-3- محاسبات طیف ها
ب��رای ارزیابی اثر حض��ور زانتان بر طیف 
جذبی قرمز کنگو، ابتدا دو طیف جذبی، یكی 
 )X( مرب��وط به محلول 0/015 درصد زانتان
و دیگری طی��ف جذبی مخلوط قرمز کنگو و 
Mµ با غلظت های به ترتیب )CR+X( زانت��ان

100 و 0/015 درصد به دس��ت آمد و سپس 

طیف تفاضل آنها )CRcal( محاسبه شد:
)CR+X( – )X( = CRcal

 )CRcal( تفاضل طیف محاسبه شده قرمز کنگو
با طیف حقیقی قرمز کنگو CRex(100  Mµ( به 
Δ برای ارزیابی اثر حضور زانتان   CR عنوان

استفاده شد.
Δ  CR=CRex- CRcal

مقدار صفر Δ CR به معنی بی اثر بودن حضور 
زانتان بر طیف قرمز کنگو اس��ت. دارا بودن 
علامت مثبت یا منفی مقادیر، به ترتیب به معنی 

هیپوکروموسیتی و هیپرکروموسیتی است.

3- بررس�ی اث�ر عوام�ل محیط�ی بر 
سنجش

3-1- آنالیز داده ها
همه آزمایش ها حداقل 2 بار تكرار شدند. آنالیز 
آماری آنها برای ترس��یم خط��ا )error bar( و 
تعیین ضریب رگرسیون )R2( و رسم نمودارها 

با استفاده از نرم افزار Excel انجام گرفت.

4- نتایج و بحث
4-1- اث�ر حض�ور زانتان ب�ر طیف جذبی 

قرمز كنگو
اولین مرحله در این پژوهش مشخص نمودن 
این بود که آیا حضور زانتان بر طیف جذبی 
قرم��ز کنگو اثر می گ��ذارد و در این صورت 
کیفیت آن چگونه می باش��د. ب��ه این منظور 
طی��ف جذبی محلول زانت��ان در آب )0/015 
درص��د( و قرمز کنگو 100 )میكرومولار( به 
طور جداگانه به دس��ت آمد و س��پس طیف 
آنها با طی��ف مخلوط زانت��ان و قرمز کنگو 
با همین غلظت ها مقایس��ه ش��د )ش��كل 2(. 
همان گونه که در این ش��كل دیده می ش��ود 
حضور زانت��ان باعث تغیی��ر در طول موج 
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حداکثر ج��ذب )λmax( قرمز کنگو نش��د و به 
عبارت دیگر انحراف بس��وی طول موج های 
بلند یا کوت��اه )جابه جایی قرمز یا جابه جایی 
آبی( رخ نداد. اما بررس��ی های فراتر احتمال 
رخداد هیپوکروموسیتی )hypocromicity( یا 
هیپرکروموسیتی )hypercromicity( را نشان 
داد. در صورتی که زانتان و قرمز کنگو با هم 
میان کنشی نداشته باشند، طیف جذبی مخلوط 
آنها باید حاصل جم��ع جبری طیف های هر 
یک به تنهایی باش��د. به عب��ارت دیگر، طیف 
واقع��ی قرمز کنگو )CRex( ب��ر تفاضل طیف 
مخلوط قرمز کنگو-زانتان )CR+X( و طیف 
 )CRcal( که آن را طیف محاسباتی )X( زانتان
 .)CRex = CRcal( می نامی��م، منطب��ق باش��د
در ش��كل 3 این مقایس��ه انجام شده است. 
همان گونه که مشاهده می شود طیف CRex و 
CRcal بر هم منطبق نیس��تند و افزودن زانتان 

به قرمز کنگو باعث کاهش جذب قرمز کنگو 
 .)CRcal>CRex( در بیشتر طول موج ها می شود
مق��دار این کاهش در طول موج 492 نانومتر 
بیشترین مقدار را نش��ان داد )شكل3، طیف 
delta-CR(. بنابرای��ن نتیجه گرفته می ش��ود 

که وجود زانتان باعث هیپوکروموسیتی در 
طیف جذبی قرمز کنگو به خصوص در طول 
موج 492 نانومتر می شود و طول موج 492 
نانومتر برای بررسی حضور زانتان مناسب 
است. در آزمایش های بعد اثر عوامل مختلف 
ب��ر افت جذب 492 نانومتر طیف قرمز کنگو، 

ناشی از زانتان ارزیابی شد.

4-2- اث�ر روش مخلوط كردن با زانتان بر 
طیف جذبی قرمز كنگو

یك��ی از ویژگی های مهم فیزیك��ی بیوپلیمر 
زانتان، ویسكوزیته بس��یار زیاد آن است و 
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تا  292های جر طول مود زانتان-کنگوقرمز و مخلوط کنگو، زانتانقرمز هایمحلول طیف جذبیتغییرات پیوسته در  -2شکل 

 نانومتر 066

شكل 2. تغییرات پیوسته در طیف جذبی محلول های قرمز کنگو، زانتان و مخلوط قرمز کنگو-زانتان در طول موج های 
292 تا 600 نانومتر
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بسیاری از کاربردهای آن در صنایع دارویی 
 Garcia,( و غذایی مبنی بر همین ویژگی است
et al. 2003(. به این دلیل رقیق کردن محلول 

مادر )stock( نیازمند دقت بس��یار اس��ت. به 
منظور بررسی شرایط اپتیمم مخلوط کردن 
محلول غلیظ زانتان با محلول قرمز کنگو در 
آب، دو روش مخلوط کردن ش��امل  وارونه 
کردن و ورتكس کردن و تاثیر آنها بر طیف 
جذبی قرمز کنگو با 2 روش مقایس��ه شدند. 
در روش وارون��ه کردن پ��س از افزودن دو 
ماده به یكدیگر با وارونه کردن مكرر ظرف، 
مخل��وط یكنواختی حاصل ش��د. در روش 

ورتكس، مخلوط دو م��اده فوق به مدت 15 
ثانیه ورتكس شد. شكل 4 طیف جذبی قرمز 
کنگو را پس از مخلوط کردن با دو روش فوق 
نشان می دهد. همان طور که مشاهده می شود 
نوع مخلوط  کردن اثری بر طیف جذبی قرمز 
کنگو ن��دارد و ب��ا روش وارونه ک��ردن نیز 
محلول ویس��كوز زانتان به خوبی با محلول 
قرم��ز کنگو در آب مخلوط می ش��ود. از این 
روش مخلوط ک��ردن در آزمایش های بعدی 

استفاده شد.

31 
 

 

ی تجربنانومتر. طیف  066تا  066های در طول موج حضور زانتان تغییرات طیف جذبی قرمزکنگو تحت تأثیر -3شکل 

( و میزان تفاضل calمحلول قرمز کنگو ناشی از اختلاط با زانتان )محاسباتی  (، طیف هیپوکرومexقرمز کنگو ) محلول

(delta.) 

 

 

شكل 3. تغییرات طیف جذبی قرمز کنگو تحت تأثیر حضور زانتان در طول موج های 400 تا 600 نانومتر.
طیف تجربی محلول قرمز کنگو )ex(، طیف هیپوکروم محاسباتی محلول قرمز کنگو ناشی از اختلاط با زانتان )cal( و 

.)delta( میزان تفاضل
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4-3- اث�ر زمان مجاورت با زانتان بر طیف 
جذبی قرمز كنگو

درغال��ب پژوهش های مرب��وط به میانكنش 
رن��گ  پلی س��اکارید از جمل��ه جداس��ازی 
س��ویه های مولد زایلاناز، س��لولاز، زانتاناز 
آزمایش س��نجش کیفی پلی ساکارید مربوط 
 ،)plate assay( در مخلوط آن با آگار در پلیت
پس از افزودن محلول قرمز کنگو به س��طح 
پلیت، 15 دقیقه زمان داده می شود تا واکنش 
 Parker, et( رنگ با پلی س��اکارید انجام گیرد
al. 1966 و Steensma, et al. 2001(. اگرچ��ه 

بر اس��اس پژوهش ه��ای انجام ش��ده بین 
پلیمرهای زیستی مانند زانتان و گالاکتومانان 
و زانتان و کیت��وزان برهم کنش رخ می دهد 
 Hamcerence, 2007, Alwinpremanand, et(

al. 2008(، اما اطلاعات��ی در مورد میانكنش 

زانتان و آگار بدس��ت نیامده است. لذا فرض 
بر این اس��ت که زمان مزبور فقط برای نفوذ 

رنگ در ژل آگار لازم باشد. با توجه به این که 
در آزمون های این پژوهش هر دو ماده قرمز 
کنگو و زانتان به حالت محلول و آزاد هستند 
و به راحتی به یكدیگر دسترسی دارند، ممكن 
است نیازی به زمان 15 دقیقه برای مشاهده 
اث��ر زانتان ب��ر طیف قرمز کنگو نباش��د. از 
سوی دیگر این احتمال نیز وجود دارد که 15 
دقیقه، زم��ان لازم برای تكمیل میانكنش بین 
مولكول های زانتان با قرمز کنگو باش��د. در 
این صورت، آزاد بودن مولكول های آنها در 
محلول، اثری بر سینتیک واکنش نداشته و باز 
هم 15 دقیق��ه زمان برای میانكنش آنها لازم 
خواهد ب��ود. پیگیری طیف جذبی قرمز کنگو 
پس از افزودن زانتان تا 15 دقیقه نش��ان داد 
که اثر حضور زانتان در ثانیه اول رخ می دهد 
و پ��س از آن طیف قرمز کنگو تغییر نمی کند، 
به طوری  که جذب 0/932 در طول موج 492 
نانومتر مربوط به قرمز کنگو، با گذشت زمان 
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 کنگو با ورتکس کردن و بدون ورتکسقرمز -سه طیف جذبی زانتانمقای -0شکل 

 

 

شكل 4. مقایسه طیف جذبی زانتان- قرمز کنگو با ورتكس کردن و بدون ورتكس
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ثابت بوده و بنابر این نمایش نتایج ضرورت 
نداش��ت. به این ترتیب می توان نتیجه گرفت 
که س��ینتیک میانكنش این دو ماده با یكدیگر 
بسیار س��ریع است و زمان 15 دقیقه تنها به 
منظور نفوذ رنگ در ژل بهنگام سنجش پلیت 
لازم بوده و رعای��ت آن در مورد محلول ها 
ضرورت ن��دارد. در آزمایش های بعدی این 
مقال��ه، طیف مخل��وط زانت��ان و قرمز کنگو 
بلافاصله پس از تهیه مخلوط آنها گرفته شد.

4-4- اث�ر دما و غلظت بر میانكنش زانتان 
با قرمز كنگو

هم��ه هیدروژل ه��ای بیولوژی��ک از جمل��ه 
پلی ساکارید زانتان می توانند شبكه سه بعدی 
از س��اختارهای مارپیچ��ی تش��كیل دهن��د 
)Davidm, 1986(. ای��ن ش��كل های مختل��ف 

دو  پلیم��ر تک زنجی��ره،  )ش��امل  پلیم��ری 
زنجیره مارپیچ و ش��بكه ای(، خواص فیزیكو 
ش��یمیایی متعددی ب��ه زانت��ان می دهند که 
تفس��یر آزمایش ها و تكرارپذی��ری آن ها را 
دش��وار می کن��د. کنفورماس��یون زانتان به 
ش��دت تابع عوامل مختلف محیطی مانند دما 
اس��ت )Zhang, et al. 2006(. در این پژوهش 
اثر اتوکلاوک��ردن زانتان بر میانكنش زانتان 
با قرمز کنگو ارزیابی ش��د. از س��وی دیگر، 
نظ��ر به این که بر اس��اس گزارش های قبلی، 
اثر دما بر کنفورماس��یون زانتان و ش��بكه 
س��ه بعدی حاصل از آن تاب��ع غلظت زانتان 
 Bejenariu, et al. 2010, Matsuda,( اس��ت 
et al. 2009(،  آزمای��ش فوق با اس��تفاده از 

غلظت های مختلف زانتان تكرار ش��د. علاوه 
بر عامل دما و غلظت زانتان، گزارش ها نشان 
می دهن��د که برخی از تغییرات در س��اختار 
س��ه بعدی و ش��بكه ای زانتان، برگشت پذیر 

اس��ت و با نگه��داری آن به م��دت یک هفته، 
بعض��ی از پارامتره��ای فیزیكو ش��یمیایی 
آن تغیی��ر می کن��د )Jeffrey, 1980(. با فرض 
آنكه هر س��ه پارامتر فوق )ات��وکلاو کردن، 
غلظت زانت��ان و زمان نگهداری آن( بر روی 
میانكنش آن با قرمز کنگو اثر می گذارد، تغییر 
ج��ذب 492 نانومت��ر )ΔA492( قرمز کنگو در 
حضور غلظت های متف��اوت زانتان )اتوکلاو 
شده و نشده( بررس��ی شد و این اثر، تا یک 
هفته پس از تهیه محلول های زانتان پیگیری 
شد )شكل 5(. محور Y تغییر A492 قرمز کنگو 
را پس از افزودن زانتان نشان می دهد. محور 
X زمان های نگهداری محلول زانتان و اعداد 
روی نم��ودار، مربوط ب��ه روز تهیه محلول 
زانتان است. همان طور که در شكل )5 الف( و 
)5 ب( دیده می شود، بیشترین تغییر جذب در 
492 نانومتر، مربوط به روز اول )روز تهیه 
محلول زانتان( است. اما با توجه به دشواری 
و زمان بر بودن عملیات ح��ل کردن زانتان، 
روز اول به عنوان بهترین روز اس��تفاده از 
محلول زانتان معرفی نمی شود، به ویژه آنكه 
محلول های زانتان هر کدام جداگانه تهیه شدند 
و محلول های ب��ا غلظت های متفاوت حاصل 
رقیق س��ازی محلول های غلیظ تر نیستند. از 
س��ویی هر دو ش��كل )5 ال��ف( و )5 ب( )به 
خصوص ش��كل 5 الف( در روزهای متوالی، 
نوس��ان زی��ادی در ΔA492 نش��ان می دهند. 
با توج��ه ب��ه کنفورماس��یون های مختلف 
س��ه بعدی و ش��بكه ای این پلیمر، نوسانات 
ف��وق می توانس��ت قاب��ل پیش بینی باش��د. 
بنابراین با توجه ب��ه نتایج بالا و حباب هایی 
که در محلول های غلیظ زانتان باعث خطا در 
اندازه گیری حجم می شوند، برای میانكنش با 
قرمز کنگو، غلظت 0/07درصد برای محلول 
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اس��توك زانتان اتوکلاو نشده )غلظت نهایی 
0/035 درصد( در روز دوم پس از تهیه آن، 

انتخاب ش��د و پ��س از آن، در آزمایش های 
بعدی از چنین محلول زانتان استفاده شد.
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 شده(زانتان اتوکلاوب: نشده، زانتان اتوکلاو الف:کنگو، )زانتان، قرمز جذبی اثر دما بر روی طیف -5شکل 
شكل 5. اثر دما بر روی طیف جذبی زانتان، قرمز کنگو/ )الف: زانتان اتوکلاو نشده، ب: زانتان اتوکلاو شده(

4-5- اثر غلظت های مختلف قرمز كنگو
برای یافتن غلظت)های( مناس��ب قرمز کنگو 
در میانكن��ش با زانت��ان، غلظت های مختلف 
قرم��ز کنگو با غلظت ثابتی از زانتان )0/035 

درصد( میانكنش داده ش��د و جذب مخلوط 
حاص��ل در ط��ول م��وج 492 نانومت��ر با 
اسپكتروفتومتر خوانده شد. با توجه به این که 
قرمز کنگو، خود در این طول موج جذب دارد  31 

 

 

 

 

 شده(زانتان اتوکلاوب: نشده، زانتان اتوکلاو الف:کنگو، )زانتان، قرمز جذبی اثر دما بر روی طیف -5شکل 
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 کنگورمزبعنوان تابعی از غلظت ق (CRex( و تجربی )CRcalکنگو محاسباتی)اختلاف جذب قرمز -0شکل 

 

  تابعی از غلظت زانتانبه عنوان کنگو  قرمز -جذب زانتان افت -7شکل 

 

شكل 6. اختلاف جذب قرمز کنگو محاسباتی )CRcal( و تجربی )CRex( به عنوان تابعی از غلظت قرمز کنگو

تغییرات غلظت قرمز کنگو خواه ناخواه منجر 
به افزایش جذب در 492 نانومتر می ش��ود و 
بای��د این اثر را از جذب کل کم کرد. بنابراین 
مق��دار کاه��ش ΔAbs492( A492( )که به دلیل 
حضور زانت��ان رخ می دهد( در هر غلظت از 

قرمز کنگو به صورت زیر تعریف می شود.
ΔAbs492 = 

- )جذب 492 نانومتر قرمز كنگو(
)جذب 492 نانومتر مخلوط قرمز كنگو و زانتان(

از آنجا که زانت��ان باعث کاهش جذب قرمز 
کنگو می شود، جمله اول بزرگتر یا مساوی 
جمل��ه دوم خواه��د ب��ود و مق��دار کاهش 

به صورت عدد مثبت محاس��به می ش��ود. 
همان طورکه در ش��كل 6 دیده می ش��ود در 
40 قرم��ز کنگو،  Mµ غلظت ه��ای کمت��ر از
رون��د ثابتی در مق��دار ای��ن کاهش وجود 
ندارد و نوس��ان شدید نش��ان می دهد. اما 
80 قرمز  Mµ در غلظت ه��ای بالاتر تا حدود
کنگو، روند افزایشی در تغییرات جذب 492 
نانومتر ظاهر می ش��ود. بنابراین با افزایش 
غلظت قرم��ز کنگو در این گس��تره غلظتی، 
زانتان 035/ 0% تغییرات بیش��تری در جذب 

492 نانومتر را ایجاد می کند.

4-6- اثر تغییر غلظت زانتان
ب��ا توجه به هدف این پژوهش  که بررس��ی 
امكان استفاده از یک روش رنگ سنجی برای 
سنجش مقدار زانتان محلول است، لازم بود 
در آخرین مرحله، رابطه تغییرات جذب قرمز 
کنگو به عنوان تابعی از غلظت زانتان بررسی 

شود. در شكل 7 نش��ان داده شده است که 
رابط��ه کاهش جذب 492 نانومتر قرمز کنگو 
با مقدار زانت��ان )حداقل در دامنة غلظت های 
مورد بررس��ی( خطی است و هر چه غلظت 
زانتان بیشتر باشد، مقدار کاهش جذب 492 

قرمز کنگو به طور خطی بیشتر می شود. 
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به این ترتیب پیش��نهاد می شود که تغییرات 
ج��ذب  نور مرئی  ناش��ی از میانكنش قرمز 
کنگ��و و زانت��ان می توان��د روش��ی ب��رای 
اندازه گی��ری زانت��ان باش��د که ب��ه عنوان 
سوبس��ترا برای ان��واع آنزیم های س��ازنده 
زانتان و یا آنزیم های تجزیه کننده آن اهمیت 

دارد )Qian, 2006(. برای آنكه این پیش��نهاد 
به یک روش سنجش کامل برای اندازه گیری 
کمی مقدار زانتان تبدیل شود، لازم است اثر 
پارامترهای دیگری مانند قدرت یونی، قدرت 
و نوع بافر، pH، ناخالصی های همراه زانتان 

و... نیز مورد بررسی قرار گیرند.
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