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روش بیولوژیكی جهت بی رنگ سازی رنگزای آزو: 
فناوری پاك برای كاهش بار آلودگی در پساب رنگزا

مترجم: عباس حاجی پور

مقدمه
ــرای نقاشــی و رنگــرزی اطــراف خــود،  از وقتــی کــه بشــر بوجــود آمــد، مــردم ب
ــی  ــای غیرآل ــت. پیگمنت ه ــرده اس ــتفاده ک ــا اس ــگ ه ــا، رن ــت ها و لباس ه پوس
از قبیــل دوده، اکســید منگنــز، ســنگ آهــن، و خــاک ســرخ بــرای رنگــی کــردن 
ــوند و  ــتفاده می ش ــف اس ــای مختل ــت. رنگزاه ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــایل م وس
در بیــن اینهــا، رنگزا هــای آزو نقــش مهمــی در صنعــت چــرم بــه دلیــل آفینیتــه 
قــوی اتصــال بــه الیــاف کلاژن بــازی مــی کننــد امــا تجزیــه رنگزاهــای آزو آســان 

ــوان عوامــل ســرطان زا شــناخته می شــوند.  ــه عن نیســت و ب
رنگزاهــای آزو، بزرگتریــن گــروه از رنگزاهــای  ســنتزی و پیگمنت هــا بــا کاربــرد 
صنعتــی، بــه دلیــل ســنتز نســبتا ســاده آنهــا و تعــداد و انــواع تقریبــا نــا محــدود 
ــک  ــات آروماتی ــه ترکیب ــی ک ــای آزوی ــند. رنگزاه ــتخلافی، می باش ــا اس ــروه  ه گ
هســتند و گروه هــای –N=N– دارنــد، مهمتریــن و بزرگتریــن دســته از رنگزاهــای 
ــوان  ــه عن ــا ب ــند. آنه ــاری می باش ــای تج ــده در کاربرده ــتفاده ش ــنتزی اس س
ترکیبــات زنوبیوتیــک مــورد توجــه هســتند کــه بــه فرآیندهــای تجزیــه طبیعــی 
ــن دســته از رنگزاهــا هســتند  ــن و متنوع تری ــاوم هســتند. آنهــا بزرگتری بســیار مق
ــا  ــای آزو عموم ــتفاده می شــود. گروه ه ــرم اس ــع چ ــیع در صنای ــه صــورت وس و ب
ــه  ــد ب ــن می توان ــا همچنی ــن متصــل می باشــند ام ــی و نقتالی ــه حلقه هــای بنزن ب

چکیده
باکتــری منفــرد و شــناخته شــده بــا عنــوان باســیلوس ســرئوس (B. cereus) از پســاب خروجــی دباغــی بــرای بــی رنــگ کــردن رنگــزای آزو مــورد اســتفاده قــرار 
گرفــت. ایــن نــژاد بــه ســرعت نمونــه رنگــزای ســیاه اســیدی کــه متعلــق بــه دســته رنگزاهــای آزو می باشــد را بــی رنــگ می-کنــد. فعالیــت بهینــه باســیلوس 
ســرئوس در pH 7/3، دمــای 37 درجــه ســانتیگراد و در طــول ۴ روز بدســت آورده شــد. ســرعت بــی رنــگ کــردن بدســت آورده شــده بــرای شــرایط متلاطم و ســاکن 
8۰ و 96% بــود. آنالیــز طیف هــای UV–vis نشــان داد کــه پیک هــای موجــود در منطقــه مرئــی رنگــزای تصفیــه شــده، از بیــن مــی رود کــه بــی رنــگ شــدن کامــل 
رنگــزا را نشــان می دهــد. آنالیــز FT-IR بــرای نمونه هــای تصفیــه شــده بــا B. cereus، انتقــال پیونــد آزو داخــل N2 یــا NH3 یــا مخلــوط آنهــا را بــه داخــل زیســت 
تــوده کامــل را نشــان داد. حضــور آمیــن آروماتیــک در نمونــه بــی رنــگ شــده، وجــود فعالیــت آزو ردوکتــاز را نشــان داد. آنالیــز طیف هــای وزنــی، تبدیــل رنگــزای آزو 
بــه متابولیت هــای میانــی جدیــد از قبیــل p-نیتــرو آنیلیــن، 8،2  دی آمیــن، 6،3 دی تیــو 1- نفتانــول و 8،2 دی آمینــو-1- نــپ تالــول بــا وزن مولکولــی بــه ترتیــب 139، 

2۴۰ و 17۴ را نشــان داد. مقادیــر COD و TOC نمونــه عمــل شــده بــا B. cereus بــه ترتیــب کاهــش 85 و  87 درصــدی در طــول 12۰ ســاعت نشــان داد. 

گروه هــای هیتروســیکلیک آروماتیــک و آلیفاتیــک متصــل شــوند. ســاختار اصلــی 
ــتفاده  ــای آزو اس ــد. رنگزاه ــد Ar–N=N–R باش ــزای آزو می توان ــول رنگ مولک
ــرای  شــده در صنعــت چــرم تنهــا ســبب مشــکلات آلودگــی نمی شــوند، بلکــه ب
زندگی هــای طبیعــی موجــود در آب نیــز ســمی هســتند. از ایــن رو حــذف رنگــزا 

از امــری ضــروری اســت. 
ــه  ــاد و لخت ــائی، انعق ــیون غش ــامل فیلتراس ــیمیایی ش ــک و ش ــای فیزی تکنیک  ه
ســازی، رســوب کــردن، شناورســازی، جــذب، تبــادل یــون، اســتخراج جفــت یــون، 
معدنــی شــدن فــرا صــوت )اولتراســونیک(، الکترولیــز، اکسیداســیون پیشــرفته )کلر 
زنــی، ســفیدگری، ازناســیون، اکسیداســیون فنتــون، اکسیداســون فوتوکاتالیتــی(، و 
ــواد  ــا اســتفاده از م ــه رنگــزا ب ــان، تجزی ــن می کاهــش شــیمیایی می باشــد. در ای
بیولوژیکــی، دوســت دار طبیعــت اســت و مزایایــی نســبت بــه سیســتم های دیگــر 
دارد. انتظــار مــی رود کــه کاربــرد سیســتم بیولوژیکــی بــرای تخریــب رنگزا مناســب 
باشــد زیــرا از انتقــال آلودگــی از یــک بخــش محیــط زیســت بــه دیگــر بخش هــا 
ــا  ــی رنــگ کــردن رنگزاهــا ب ــاره ب ــب در دســترس درب ــد. مطال ــری می کن جلوگی
اســتفاده از باکتــری توســط افــراد مختلــف گــزارش شــده اســت. بــی رنــگ کــردن 
میکروبــی دوســت دار محیــط زیســت اســت و از نظــر هزینــه بــا روش هــای تجزیه 
شــیمیایی قابــل مقایســه می باشــد.  در ایــن بررســی یکــی از رنگزاهــای معــروف 
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آزو مــورد اســتفاده در عملیــات عمــل آوری چــرم کــه عمومــا از پســاب رنگــرزی 
جــدا می شــود، بــا اســتفاده از باســیلوس ســرئوس بــی رنــگ شــد.

مواد و روش ها
مواد

 ، Indo Colortex Ltd، Chennai ســیاه اســیدی( از( Acid Black 20470 رنگزای
هنــد تهیــه شــد. B. cereus از پســاب رنگــرزی در CLRI جــدا شــد. دی کرومــات 
پتاســیم، اســید ســولفوریک، ســولفات آمونیوم آهن، اســتونیتریل، برمید پتاســیم از درجه 

AR از Sigma تهیــه شــدند. 

نژاد باکتری
باکتــری کــه بــا اســم B. cereus شــناخته می شــود از پســاب دباغــی، جمــع شــده در 
CLRI Chennai، جــدا شــد. میکروارگانیســم ها بــر روی صفحــات با چندیــن رنگزای 

چــرم بــه عنــوان منبــع کربــن واحد، کشــت شــدند. 
ســپس نژادهــای جداشــده بــه محیــط کشــت پایــه تلقیــح شــد و بــه صــورت عادی 
در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد در محیــط بوشــنل و هــاس )BHM( کــه حــاوی 
 ،FeCl3 0.05  ،NH4No3 1.0  ،KH2PO4 1.0  ،Cacl2 02.0 ، MgSo4 0.2

گلوکــز 0/9، عصــاره مخمــر 0/9 گــرم بــر لیتــر بــود در pH 7 رشــد داده شــد.

فعالیت باسیلوس سرئوس
فعالیــت باســیلوس ســرئوس در pH، زمــان تکثیــر، دمــا، و شــرایط باکتــری بــر روی 
بــی رنــگ کــردن رنگــزا مــورد بررســی قــرار گرفــت. در هــر آزمایــش شــرایط بهینــه 
ــا  ــه شــدند. محدوده هــای pH از 5/5 ت ــی در نظــر گرفت ــج قبل بدســت آمــده از نتای
9/5، محــدوده دمــا از 20 تــا 50 درجــه ســانتیگراد، زمــان تکثیــر از 24 تــا 144 ســاعت 
و انــدازه باکتــری از 5 تــا 30 بــرای مطالعــه فعالیــت انتخــاب شــدند. در هــر آزمایــش 

شــرایط بهینــه بدســت آمــده از آزمایشــات قبــل در نظــر گرفتــه شــدند. 

سنجش آنزیم
ســنجش تمــام آنزیم هــا )آزوردوکتــاز( در کــووت کوارتــز بــا حجــم نهایــی واکنــش 
ml 1 انجــام شــد. فعالیــت آنزیــم بوســیله اندازه گیــری کاهــش در چگالــی نــوری 
بــرای رنگــزای آزو )430 نانومتــر بــرای Acid Black( بوســیله اســپکتروفتومتر، 

Shimadzu UV—1601PC ،UV–vis بررســی شــد. 
 ،7 pH پتاســیم  بافــر فســفات   25  mM واکنــش حــاوی  ml 1 مخلــوط 
ــای  ــزای آزو Acid Black )17 و μM 31(، غلظت ه ــف رنگ ــای مختل غلظت ه
مختلــف mM ،0/1 mM( NADH 0/5( و کشــت μl 100 بــرای ارزیابــی مــورد 
اســتفاده قــرار گرفــت. آنزیــم دناتــوره شــده توســط جــوش و اضافــه کــردن چنــد 
قطــره از HCl بــه عنــوان شــاهد بــرای تمــام آزمایشــات ســنجش آنزیــم مــورد 
اســتفاده قــرار گرفــت. یــک واحــد فعالیــت آنزیــم بــه صــورت مقــدار آنزیــم کــه 
بــی رنــگ کــردن μM 1 از رنگــزای آزو بــر دقیقــه را ســرعت می بخشــد، تعریــف 
می شــود. واکنش هــای آنزیــم بــه صــورت هــوازی  در دمــای اتــاق انجــام شــدند 
ــار  ــا 3 ب ــام واکنش ه ــدند. تم ــروع ش ــم ش ــردن آنزی ــه ک ــا اضاف ــا ب و واکنش ه
ــر انجــام شــد و بررســی ها هــر  ــرای 2 مت ــی ب ــش دوره زمان انجــام شــدند. آزمای

ــد. ــه انجــام می ش ــد ثانی چن

Acid Black بی رنگ کردن
ارزیابی هــا در ارلــن مایــر ml 100 حــاوی ml 50 مــاده مایــع انجــام شــدند. ســلول 
 )Acid Black ،آگار ،BHM( جمــع آوری شــده از صفحــات آگار B. cereus هــای
بــه صــورت جداگانــه و مخلــوط شــده بــه مــاده تلقیــح شــدند. کشــت ها در دمــای 
بهینــه در 37 درجــه ســانتیگراد تحــت همــزن مغناطیســی در دور rpm 150 تکثیــر 
شــدند. نمونــه شــاهد بــدون عملیــات باکتریایــی انجــام شــد. درصــد بــی رنــگ کرن 
بدســت آورده شــده بوســیله اســپکتروفتومتر UV–vis بوســیله پایــش چگالــی نوری 

در nm 600 تعییــن شــد و ســپس طبــق رابطــه زیــر محاســبه شــد: 
 

)1(

بطوریکه، C0 جذب اولیه؛ C1 جذب نهایی

اسپکترومتری جرمی
ــرواز  ــان پ ــی زم ــپکترومتر جرم ــتفاده از اس ــا اس ــی ب ــای جرم ــام طیف ه تم
ــر خطــی دســت ســاز بدســت  )time-of-flight mass spectrometer( 2 مت
آورده شــدند. تجزیــه و یونیزاســیون نمونه هــا بــا اســتفاده از خروجــی nm 337  از لیــزر 
 ،Franklin.Laser Science Inc ،VSL-337 ND-T نیتــروژن پالســی )مــدل

MA( انجــام شــد. 
 0/1 × 0/2 mm لیــزر نیتــروژن بــر روی ســطح نمونــه بــه شــکل نقطــه بیضــی شــکل
ــرار  ــورد اســتفاده ق ــزر در محــدوده μJ 60-20 م ــس لی ــز شــد. انرژی هــای پال متمرک
گرفتنــد. بــرای اســتخراج یــون، پتانســیل شــتاب دهنــده kV 25 در منبــع اســتفاده شــد.

)TLC( کروماتوگرافی لایه نازک
ــار  ــی 2 ب ــزای اصل ــده و رنگ ــگ ش ــی رن ــزای ب ــلول رنگ ــی آزاد س ــول روی محل
ــوط در  ــای مخل ــدند. عصاره ه ــتخراج ش ــول اس ــر از n- بوتان ــم براب ــیله حج بوس
ــدند.  ــظ ش ــوئیس( غلی ــی )Buchii RII4، س ــلاء چرخش ــده خ ــر کنن روی تبخی
نمونه هــای غلیــظ شــده، بــر روی صفحــات ســیلیکا ژل HF254 TCL بــا اســتفاده 
از هگزان/اســتات اتســل/متانول )v/v 2:3:5( بــه عنــوان حــلال پیشــرفته، دوبــاره 
حــل شــدند. کروماتوگرام هــای دوبــاره حــل شــده تحــت نــور nm( UV 254( و 

بوســیله تمــاس بــا بخــارات یــد، مشــاهده شــدند. 

UV–vis آنالیز
ــی رنــگ شــده در  ــز محلول هــای آزاد ســلول )ml 5( خروجــی نمونه هــای ب آنالی
 ،Shimadzu) UV 1601 800-200 با اســتفاده از اســپکتروفتومتر nm محدوده
ژاپــن( بــرای مشــاهده تغییــرات طیــف بــه دلیــل انتقــال زیســتی رنگــزا پویــش 

. ند شد

 FT-IR آنالیز
شــاهدها و نمونه هــا خشــک شــدند و بــا KBr )20:1؛ 0/02 از نمونــه بــا KBr در 
وزن کل 0/4( مخلــوط شــدند. نمونه هــا ســپس پهــن شــدند، در دمــای 60 درجــه 
ســانتیگراد بــرای مــدت 24 ســاعت جــدا شــدند و بــرای بدســت آوردن صفحــات 
ــتفاده از  ــا اس ــا ب ــی FT-IR نمونه ه ــای جذب ــدند. طیف ه ــرس ش ــفاف IR پ ش
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طیــف FT-IR اســپکتروفتومتر Perkin-Elmer 2000 ثبــت شــدند. طیف هــا در 
محــدوده پویــش cm-1 4000-400 ذخیــره شــدند. FT-IR در ابتــدا بــرای پویــش 
ســیگنال پــس زمینــه، بــا نمونــه شــاهد KBr خالــص کالیبــره شــد و ســپس نمونه 

آزمایــش پویــش شــد.

ــی  ــن آل ــیمیایی )COD( و کل کرب ــاز ش ــورد نی ــیژن م ــری اکس اندازه گی
)TOC(

ــیم  ــات پتاس ــتاندارد دی کروم ــیله روش اس ــیمیایی بوس ــاز ش ــورد نی ــیژن م اکس
اندازه گیــری شــدند. 

 )Shimadzu 5000( TOC وجــود کربــن آلــی در نمونــه بــا اســتفاده از آنالیــزور
بــا تزریــق اتوماتیــک نمونــه بــر طبــق روش اســتاندارد بدســت آورده شــدند.

نتایج و بحث
باســیلوس ســرئوس در بــی رنــگ کــردن Acid Black بســیار موثــر بــود. باکتری 
ــه ســرعت  ــط ب ــد و در محی ــارچ، می توانســت حرکــت کن ــه تشــکیل ق ــق ب متعل
رشــد  کنــد و بــرای بــی رنــگ کــردن Acid Black اســتفاده شــد. رنگزاهــای آزو 
در فرآینــد رنگــرزی بــه دلیــل پیوندهــای –N=N– کــه بــه بهــره منــد شــدن ماده 
ــد.  ــازی می کنن ــی ب ــش مهم ــد، نق ــک می کن ــرزی کم ــوب رنگ ــواص خ ــه خ ب
 –N=N– اشــکال رنگــزای آزو مشــکل بــودن شکســتن پیونــد دوگانــه پویندهــای
ــی  ــرای ب ــب ب ــری مناس ــای –N=N–، باکت ــتن پیونده ــرای شکس ــد. ب می باش
ــه  ــن بررســی، Acid Black ک ــود. در ای ــتفاده ش ــد اس ــزا بای ــردن رنگ ــگ ک رن
متعلــق بــه دســته آزو می باشــد، در نظــر گرفتــه شــد و بــی رنــگ کــردن موثــر آن 

بــا اســتفاده از نــژاد جــدا شــده B. cereus مــورد بررســی قــرار گرفــت. 

Acid Black بی رنگ کردن
ــردن Acid Black، یکــی از  ــگ ک ــی رن ــرای ب ــن بررســی، B. cereus ب در ای
رنگزاهــای اصلــی مــورد اســتفاده در فرآینــد رنگــرزی، اســتفاده شــد. ســاختار رنگزا 

و وزن مولکــول در شــکل 1 ارائــه شــده اســت.
 ،H -8/14 ،C =56/79 ،ــی ــب مولکول ــت و ترکی ــزا 570 اس ــی رنگ وزن مولکول
N =19/31، و O =%15/76 می باشــد. N=N گــروه اصلــی شــیمیایی اســت کــه 
گــروه آزو در رنگــزا را ارائــه می دهــد و اتصــال دوگانــه بیــن N و N بســیار قــوی 
اســت و مــواد شــیمیایی قــوی یــا باکتــری یــا آنزیــم بــرای شکســتن اتصــال مــورد 

نیــاز اســت. ســاختارهای شــیمیایی رنگــزا بــه مقــدار زیــادی ســرعت بــی رنــگ 
کــردن را تحــت تاثیــر قــرار می دهــد و بــازده بــی رنــگ کــردن بــه ســاختارهای 
رنگــزا آزو محــدود می باشــد. رنگــزا بــا ســاختاررهای ســاده و وزن هــای مولکولــی 
ــد، در حالیکــه  ــگ نشــان می دهن ــاد در حــذف رن ــن معمــولا ســرعت های زی پایی
حــذف رنــگ بــا اســتخلافات زیــاد؛ وزن مولکولــی بالاتــر رنگزاهــا، بســیار ســخت 

اســت. 
 

شرایط رشد باسیلوس سرئوس
بی رنــگ کــردن رنگــزا بوســیله B. cereus در pH، دمــا، مــدت رشــد، و 
شــرایط های باکتــری مختلــف انجــام شــد و در شــکل S1 -S 4 ارائــه شــده اســت. 
از شــکل مشــاهده می گــردد کــه ســرعت بــی رنــگ کــردن بــا افزایــش در pH از 
5/0 تــا 7/3 افزایــش می یابــد. فعالیــت بهینــه B. cereus در pH 7/3 می باشــد. 
کشــت باکتــری عمومــا ســرعت بــی رنــگ کــردن بالاتــر در pH نزدیــک بــه 7 
ــز همیــن مشــابهت را دارد. مشــخص شــده  را نشــان می دهــد و ایــن مطالعــه نی
اســت کــه هــم Escherichia coil و هــم Pseudomonas luteola ســرعت 
 pH ــا ــت ت ــی رنــگ کــردن ثاب ــا ســرعت ب ــر در pH 7 ب ــی رنــگ کــردن بهت ب
9/5 نشــان داده انــد. فعالیــت برحســب ســرعت بــی رنــگ کــردن، رونــد نزولــی 
در هــر دو حمــام بــا pH بهینــه داشــت و نتایــج بــه وضــوح نشــان می دهــد کــه 
ــوع  ــه وق ــا ب ــی محیط ه ــرای بعض ــولا در pH 9-7 ب ــری معم ــر باکت ــد بهت رش
می پیونــدد.  فعالیــت در محــدوده دمایــی از 20 تــا 40 درجــه ســانتیگراد افزایــش 
ــت  ــاتیگراد بدس ــه س ــردن در 37 درج ــگ ک ــی رن ــرعت ب ــر س ــد و حداکث می یاب
ــگ  ــی رن ــت ب ــد؛ ســبب کاهــش فعالی ــش یاب ــا بیشــتر افزای ــر دم آورده شــد. اگ
کــردن می شــود و ایــن ممکــن اســت بــه ایــن دلیــل باشــد کــه کشــت باکتــری 
 mgl-1 ،Acid Black بــه دمــا بســیار حســاس اســت. ســرعت بــی رنــگ کــردن
h-1 1/5 بــرای دمــای بهینــه بدســت آورده شــد. کاهــش فعالیــت بــی رنــگ کــردن 

ــیون  ــا دناتوراس ــلول ی ــت س ــت دادن فعالی ــه از دس ــد ب ــر می توان ــای بالات در دم
ــه وضــوح مشــخص اســت  ــاز نســبت داده شــود. از شــکل S 3 ب ــم آزوردوکت آنزی
کــه حداکثــر فعالیــت B. Cereus در مــدت 4 روز مشــاهده شــده اســت و فعالیــت 
پــس از مــدت 4 روز کاهــش یافتــه اســت. ایــن نتایــج مشــابه بعضــی از قارچ هــای 
sp مشــاهده شــده توســط دیگــر محققــان اســت.  ایــن نژادهــای قــارچ حداکثــر 
درصــد کاهــش رنگــزا بعــد از 4 روز دوره رشــد در دمــای 35 درجــه ســانتیگراد برای 
بــی رنــگ کــردن رنگــزای راکتیــو و مســتقیم نشــان دادنــد.  B. cereus ســرعت 
بــی رنــگ کــردن بهتــر در انــدازه 20 باکتــری (%) نشــان داد و ســرعت بــی رنــگ 
ــی  ــرعت ب ــت س ــود. عل ــوص mgl-1 h-1 1/8 ب ــای مخص ــرای باکتری ه ــردن ب ک
رنــگ کــردن بهتــر در باکتری هــای مخصــوص، فضــا بــرای تکثیــر و تولیــد شــدن 
در انــدازه باکتــری بزرگتــر، می باشــد. کاهــش ســرعت بــی رنــگ کــردن در انــدازه 
بزرگتــر باکتری هــا، بــه دلیــل غلظــت بیشــتر باکتری هــا و نبــود فضــای آزاد بــرای 
ــد.  ــد می کن ــاز تولی ــم آزوردکت ــت B. cereus آنزی ــد. کش ــا می باش ــر کلنی ه تکثی

فعالیــت آزوردکتــاز U mg-1 11 در حالــت خــام بدســت آورده شــد. 

سرعت بی رنگ کردن
جــدول 1 ســرعت بــی رنــگ کــردن رنگــزا بوســیله B. cereus در غلظت هــای 
مختلــف رنگــزا بوســیله شــرایط ســاکن و متلاطــم را نشــان می دهــد. از جــدول 

 -3-)6 Z( سدیم( Acid Black 20470 شکل 1. ساختار شیمیایی رنگزای
)2-)4-نیتروفنیل(-6-)2-فنیل دیازنیل(-4- آمینو-5- هیدروکسی نفتالین-2،

7-دی سولفونات(، وزن مولکولی 570.
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ــرعت  ــد س ــزا، درص ــت mg 1 رنگ ــتفاده از غلظ ــا اس ــه ب ــود ک ــاهده می ش مش
بی رنــگ کــردن بــه ترتیــب 80 و 96% بــرای شــرایط متلاطــم و ســاکن می باشــد. 
بــه طــور مشــابه اســتفاده از غلظــت رنگــزا در انــدازه 4 و mg 5، درصــد ســرعت 
بــی رنــگ کــردن بــرای شــرایط متلاطــم و ســاکن بــه ترتیــب 75؛ 73، 90 و %88 
می  باشــد. می تــوان دریافــت کــه بــرای بــی رنــگ کــردن، شــرایط ســاکن موثرتــر از 

شــرایط متلاطــم می باشــد. 
نمونه هــای رنگزایــی کــه محلــول شــفاف نشــان می دهنــد بــه ترتیــب از 
ــده  ــج بدســت آم ــا نتای ــج مشــابه ب ــن نتای ــد. ای ــه 1 و mg 2 بودن غلظت هــای اولی
ــواع دیگــر میکروارگانیســم ها می باشــند. ایــن  ــا اســتفاده از ان از دیگــر دانشــمندان ب
نتایــح نشــان می دهنــد کــه ســرعت بــالای همــزدن، رشــد باکتــری و فعالیــت بعضی 
از بســترهای بیولوژیکــی از قبیــل آنزیم هــا کــه نقــش مهمــی در بــی رنــگ کــردن 
رنگــزا بــازی می کننــد را کاهــش می دهــد. مشــخص شــده اســت کــه بــا اســتفاده 
از B. cereus، رنگــزای آزو در ســطح بهتــری در مقایســه بــا ارگانیســم های دیگــر 

بــی رنــگ شــده اســت. 
محققــان بــر روی نژادهــای باکتری هــا کــه قــادر بــه بــی رنــگ کــردن رنگزاهــای آزو 
 .Kerstersia sp ،Xenophylus azovorans KF46F .هســتند، گزارشــاتی داده اند
 ،.Clostridium spEubacterium sp. ،Xenophaga BN6 ،VKY1 نـژاد
ــی رنــگ  ــرای ب ــه طــور وســیعی ب ــا .Bacteriodes sp ب .Butyrvibrio sp ی
کــردن رنگــزای آزو مــورد بررســی قــرار گرفتــه اســت. بــی رنــگ کــردن میکروبــی 
ــه تشــکیل  ــع منجــر ب ــریع تر اســت و در بعضــی مواق ــر و س ــزای آزو، موثرت رنگ
ــه  ــتند. ک ــرای انســان ســمی هس ــات ب ــن ترکیب ــود و ای ــک می ش ــن آروماتی آمی
ــح  ــا تصحی ــه آنه ــور تجزی ــه منظ ــدی ب ــی بع ــه اکسایش ــط مرحل ــد توس می توان
شــود. در ایــن زمینــه، عملیات هــای ترکیبــی هــوازی و غیرهــوازی پســاب رنگــزا 

ــج می باشــد. ــالات رای ــی در مق بوســیله کنسرســیوم میکروب

TOC و COD آنالیز
آنالیــز COD و TOC نمونه هــای رنگــزا مــورد آزمایــش مکانیــزم غیــر مســتقیم بی 
رنــگ کــردن را بدســت می دهــد و از اینــرو آنالیــز COD انجــام شــد و در جــدول 2 
و3 ارائــه شــد. ایــن جــداول حــذف رنــگ از رنگــزا را از صفــر تــا 120 ســاعت را نشــان 
ــرای رنگــزا 85/5% در  ــد. از جــداول مشــخص اســت کــه کاهــش COD ب می دهن

مــدت 120 ســاعت بــود. 
ــش  ــاعت کاه ــدت 120 س ــا 87/1% در م ــز ت ــر TOC نی ــابه مقادی ــور مش ــه ط ب
B. ce- رنگــزا بوســیله عملیــات TOC و COD می یابنــد. ســرعت کاهــش مقادیــر
reus، قابــل توجــه می باشــد. ایــن نتایــج مطابــق بــا جــدول 1 می باشــند و نشــان 

جدول 1. بی رنگ کردن Acid Black 1 بوسیله B. cereus در غلظت های مختلف رنگزا

می دهنــد کــه حــذف رنگــزا و ســرعت بــی رنــگ کــردن بوســیله B. cereus  بــرای 
بــی رنــگ کــردن رنگــزا، بیشــتر از 80% اســت.

 TLC آنالیز
مطالعــه بــی رنــگ کــردن رنگــزا بوســیله B. cereus توســط آنالیــز TLC بیشــتر 
ــده  ــتخراج ش ــول اس ــای n-بوتان ــی نمونه ه ــکل 2(. کروماتوگراف ــد )ش ــد ش تایی
رنگــزای بــی رنــگ شــده، محــو شــدن بانــد مربــوط بــه رنگــزای اصلــی )مقــدار 
Rf: 0/04( در خروجــی رنگــزای بــی رنــگ شــده )مقادیــر Rf:0/51، 0/60( نشــان 
داد. باندهــای مشــاهده شــده در رنگــزای بــی رنــگ شــده نشــان دهنــده تشــکیل 

ــاوت هســتند.   ــی متف ــه از رنگــزای اصل واســط های متابولیــک می باشــد ک

آنالیز طیف های جرمی
ــردن  ــگ ک ــی رن ــد از ب ــل و بع ــزا، قب ــای رنگ ــی نمونه ه ــای جرم ــز طیف ه آنالی
در شــکل 3 و 4 ارائــه شــده اســت. در طــی آنالیــز طیف هــای جرمــی رنگــزا، ســه 

ترکیــب تشــخیص داده شــد و شناســایی گردیــد. 
ــال N–C در  ــدن اتص ــته ش ــولات گسس ــده، محص ــایی ش ــای شناس ترکیب ه
مولکــول رنگــزا و همچنیــن محصــولات پلیمــری از اتصــال ایــن محصــولات بــا 
مولکــول رنگــزای تجزیــه شــده می باشــند. نــام شــیمیایی رنگــزای اصلــی  )ســدیم 
ــو-5- هیدروکســی  ــل(-4- آمین ــل دیازنی )Z 6(-3- )2-)4-نیتروفنیل(-6-)2-فنی

ــد.  ــولفونات( می باش ــن-2،7-دی س نفتالی
در طــول بــی رنــگ کــردن رنگــزا بــا B. cereus، تقریبــا 7 ترکیــب یونــی پایــدار 
شــکل گرفــت و از ایــن تعــداد ســه ترکیــب p- نیتروآنیلیــن، 2،8، دی آمیــن،6،3 
دی تیــو 1-نفتانــول و 8،2 دی آمینــو-1- نفتالــول شناســایی شــدند و در شــکل 4 

ارائــه شــده اســت. 

جدول 2. کاهش COD پس از عملیات

جدول 3. کاهش TOC پس از عملیات



70   شماره 139    فروردین و اردیبهشت 93      

وزن مولکولــی ایــن ترکیبــات 139، 240 و 174 بــه ترتیــب بــرای p- نیتروآنیلیــن، 
2،8، دی آمیــن،6،3 دی تیــو 1-نفتانــول و 8،2 دی آمینــو-1- نفتالــول بــود.

 
آنالیز UV–visible بی رنگ کردن رنگزا

بــی رنــگ کــردن رنگــزا بوســیله B. cereus بــا اســتاده از آنالیــز UV–Vis بررســی 
شــد و در شــکل 5 ارائــه شــده اســت. دو پیــک در 300 و nm 600 بــرای رنگــزای 
B. ce- تصفیــه نشــده وجــود دارد. بــه طــور مشــابه بــرای رنگــزای تصفیــه شــده بــا
reus، پیک هــای جذبــی در منطقــه مرئــی محــو شــده اســت کــه نشــان دهنــده بــی 
ــا در 220  ــف UV، کاهــش در جــذب پیک ه ــل می باشــد. در طی ــگ شــدن کام رن
و nm 320 بــه ترتیــب مربــوط بــه حلقه هــای بنــزن و نفتالیــن می باشــد و تشــکیل 
پیــک جدیــد در nm 310 نشــان داد کــه تخریــب کاهشــی ســاختار مــزدوج آزو چنــد 
ــر آن،  پیــک باریــک از حلقه هــای آروماتیــک در طیف هــا ایجــاد می کنــد. عــلاوه ب
مشــاهده شــده اســت کــه ایــن واکنــش، بــا کاهــش در جــذب پیــک مرئــی در مرحله 
اول عملیــات، یــک فرآینــد چنــد مرحلــه ای اســت و جــذب بــا توجــه بــه زمــان در 
تمــام طیف هــای UV–vis بــه علــت بــی رنــگ کــردن B. cereus بیشــتر کاهــش 
می یابــد. محــو شــدن دو پیــک در نمونــه مــورد آزمایــش، تقریبــا بــی رنــگ کــردن 

کامــل رنگــزا بــا شکســتن اتصــال آزو را نشــان می دهــد.      
 

مکانیزم حذف رنگ
ــی  ــورد بررس ــت، م ــای آزو اس ــردن رنگزاه ــگ ک ــی رن ــل ب ــه عام ــی ک آنزیم
قــرار گرفــت. رنگزاهــای آزو، بعضــی از آنهــا ســرطان زا هســتند، عمومــا توســط 
ــریع  ــته را تس ــش NAD)P(H وابس ــه کاه ــا ک ــیله آزردوکتازه ــا، بوس باکتری ه
ــای  ــد. آمین ه ــی کنن ــر م ــک تغیی ــگ آروماتی ــی رن ــای ب ــه آمین ه ــد، ب می کنن
حاصــل بیشــتر بــه صــورت هــوازی بوســیله باکتری هــا تخریــب شــده انــد. بعضــی 
ــم  ــوازی و ه ــورت ه ــه ص ــم ب ــای آزو ه ــب رنگزاه ــت تخری ــا قابلی از باکتری ه

شکل TLC .2 برای نمونه قبل از تخریب شدن و بعد از تخریب شدن 
)Rf A رنگزای اصلی: Rf B ،0/04 رنگزای بی رنگ شده: 0/51، 0/60(

شکل 3. طیف جرمی رنگزا قبل از بی رنگ کردن و بعد از بی رنگ کردن m/z در 
محور X و فراوانی نسبی در محور Y ) شکل بالا رنگزا را بعد از بی رنگ کردن نشان 

می دهد و شکل پایین رنگزا را قبل از بی رنگ کردن نشان می دهد.

شکل ۴. ساختارهای متابولیت های واسط )نمونه بی رنگ شده(
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بــه صــورت غیــر هــوازی را دارنــد. تخریــب کننــده گیاهــی قــارچ پوســیدگی ســفید 
می توانــد رنگزاهــای آزو را بــا اســتفاده از تعــدادی از اکســیدازها تجزیــه کنــد کــه در 

ــد. کاهــش خــارج ســلولی رنگزاهــای آزو شــرکت می کن
.Staphylococcus sp جــدا شــده از خــاک در تصفیــه پســاب نســاجی، قــادر بــه 
بــی رنــگ کــردن رنگــزای آزو ســولفونه شــده Congo red بــود. آزردوکتــاز یــک 
آنزیــم مهــم معتبــر بــرای تخریــب کاهشــی رنگــزای آزو در بیــن گونه هــای باکتــری 
می باشــد. از آنجایــی کــه تنفــس هــوازی مــی توانــد بــر اســتفاده از NADH غالــب 
شــود، و بنابرایــن از انتقــال الکتــرون از NADH بــه اتصــالات آزو جلوگیــری مــی 
کنــد، حضــور اکســیژن عمومــا مانــع فعالیــت کاهشــی اتصــال آزو می شــود. بعــلاوه، 
مدل هــای مختلــف بــرای کاهــش  هــای غیــر خــاص رنگزاهــای آزو یــا فلاوین هــای 
کاهــش یافتــه از طریــق غشــاء ســلول، یــا کاهــش خــارج ســلولی  رنگزاهــای آزو 
بوســیله باکتر هــای غیرهــوازی، اخیــرا پیشــنهاد شــده اند. ایــن نتایــج نشــان می دهــد 
کــه کاهــش رنگــزای آزو یــک مکانیــزم نــژادی خــاص اســت کــه می توانــد بوســیله 

یــک آنزیــم آزردوکتــاز انجــام شــود. 

FT-IR  آنالیز
 آنالیــز طیف هــای  FT-IR در شناســایی ترکیبــات کــه از اتصــالات آزو بــه زیســت 
تــوده انتقــال می یابنــد، بســیار مفیــد اســت. شــکل 6 طیف هــای FT-IR رنگــزا کــه 
بــا B. cereus تصفیــه شــده انــد و عمــل نشــده انــد، را نشــان می دهــد. باندهــای 
قــرار گرفتــه در محــدوده cm-1 1630-1610 و cm-1 1312 بــه ترتیــب بــه علــت 
ــات  ــک و کششــی –N=N– در ترکیب اتصــالات آزو N=N–s– در ســاختار آروماتی
اســتخلافی α می باشــند. ایــن پیــک هــا در طــول عمــل B. cereus کاهــش مــی 
یابنــد کــه نتایــج قبلــی UV–vis دربــاره شکســتن اتصــالات آزو را تاییــد مــی کنــد 
 C=C 1642 بــه علــت ترکیــب گروه هــای cm-1 شــکل 6(. پیــک مشــاهده شــده در(
و C=O اســت کــه نشــان مــی دهــد کــه ایــن پیــک مــی توانــد بــه گــروه کربونیــل 
در اســید کربوکســیلیک، کتــون، اســتر یــا گروه هــای متصــل شــده آلدئیــد متصــل 
بــه یــک حلقــه آروماتیــک متعلــق باشــد. در واقــع هیــچ پیــک جدیــدی بیــن 3300 و 
cm-1  3500 کــه مربــوط بــه اتصــالات آزو و گروه هــای OH در موقعیــت α نســبت 
بــه پیونــد آزو باشــد، ظاهــر نشــده اســت )شــکل 6(. بــه طــور مشــابه هیــچ پیکــی در 
محــدوده بیــن 1340 و cm-1 1250 )شــکل 6( کــه مربــوط بــه NH2– ظاهــر نشــده 
اســت کــه نشــان مــی دهــد کــه پیونــد آزو مــی توانــد بــه N2 یــا NH3 منتقــل شــده 

باشــد یــا در زیســت تــوده شــرکت کــرده باشــد. حضــور آمیــن آروماتیــک در نمونــه 
بــی رنــگ شــده، وجــود فعالیــت آزردوکتــاز را نشــان می دهــد. گــزارش شــده اســت 
کــه ترکیبــات آزو بــا گروه هــای هیدروکســیل یــا آمیــن بیشــتر از گروه هــای متیــل، 
متوکســی، ســولفو یــا نیتــرو احتمــال دارد تجزیه شــوند. معمــولا، حضور ســولفونات ها 
در ســاختارهای رنگــزای راکتیــو ســبب مقــدار کــم حــذف رنــگ می شــود. بــا ایــن 
حــال، بــرای رنگزاهــای مســتقیم کــه معمــولا مقــدار بالاتــری از حــذف رنــگ غیــر 
وابســته از تعــداد گروه هــای ســولفونات در ســاختار رنگــزا را نشــان مــی دهنــد، کاربرد 
ــرای زمان هــای  ــده کــه ممانعــت فضایــی و تعــداد اتصــالات آزو ب ــدارد، و ایــن ای ن

مختلــف بــی رنــگ کــردن مهــم می-باشــند را تقویــت مــی کنــد.
 

نتیجه گیری
بــی رنــگ کــردن رنگــزای آزو بــه دلیــل ســرطان زا بــودن و تجزیه پذیــری، بســیار 
مهــم اســت. حضــور رنگــزا در پســاب بــرای ســلامتی مضــر اســت، بنابرایــن ایــن 
مطالعــه بــرای تــلاش بــه منظــور جــدا کــردن یــک میکروارگانیســم کــه بــه صورت 
 pH در B. cereus موثــر رنگــزای آزو را بــی رنــگ کنــد، انجــام شــد. فعالیــت بهینــه

7/3، دمــای 37 درجــه ســانتیگراد، و رشــد بــه مــدت 4 روز بدســت آورده شــد. 
ــود، %96  ــده ب ــل ش ــا B. cereus عم ــه ب ــزا ک ــردن رنگ ــگ ک ــی رن ــرعت ب س
بــرای حالــت ســاکن و 80% بــرای حالــت متلاطــم نشــان داد. کــه ایــن بــه علــت 
فعالیــت بهینــه B. cereus و ترشــح آنزیــم بــود کــه نقــش مهمــی در بــی رنــگ 
کــردن رنگــزای آزو بــازی می کنــد. مقادیــر COD و TOC بــه ترتیــب تــا مقــدار 
ــای  ــز طیف-ه ــت. آنالی ــش یاف ــاعت کاه ــدت 120 س ــب 85 و 87% در م مناس
جرمــی، تبدیــل رنگــزای آزو بــه متابولیــت واســط از قبیــل p-نیتــرو آنیلیــن، 8،2  
ــا وزن  ــول ب ــپ تال ــو-1- ن ــول، و 8،2 دی آمین ــو 1- نفتان ــن، 6،3 دی تی دی آمی
 UV–vis مولکولــی بــه ترتیــب 139، 240 و 174 را نشــان داد. آنالیــز طیف هــای
نشــان داد کــه پیک هــای موجــود در ناحیــه مرئــی در رنگــزای تصفیــه نشــده، در 
رنگــزای تصفیــه شــده محــو شــدند، کــه نشــان دهنــده بــی رنــگ کــردن کامــل 
ــه اتصــالات آزو پــس  ــز FT-IR نشــان داد کــه پیک هــای مرتبــط ب اســت. آنالی
ــا در زیســت تــوده  ــد ی ــا NH3 منتقــل شــده بودن ــه N2 ی از بــی رنــگ کــردن ب
B. ce- شــرکت کــرده بودنــد. تمامــی نتایــج نشــان مــی دهنــد کــه بــا اســتفاده از

reus، رنگــزا مــی توانــد در ســطح بهتــری بــی رنــگ شــود تــا مشــکلات آلودگــی 
کــه ناشــی از رنگــزا می باشــند، کاهــش یابنــد. 

شکل 6. نمونه های FT-IR رنگزا، قبل و بعد از بی رنگ کردنشکل 5. مطالعه اسپکتروفتومتری UV–vis بی رنگ کردن رنگزا


