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های صنایع از مواد رنگزا مورد استفاده قرار گرفته است. در این پژوهش، حذف دو رنگزای های گوناگونی جهت تصفیه پسابتاکنون روش
ای هستند که به دلیل دارا بودن طیف های اکسیدکنندهلاکاز مورد بررسی قرار گرفته است. لاکازها از جمله آنزیم آنزیمزانتان به کمک 
باشد. در این های مصنوعی میهای لاکازها، رنگبری رنگهای زیادی مورد توجه قرار گرفته است. یکی از تواناییرا، در پژوهشگسترده سوبست

لاکاز  آنزیم ها هستند و همچنین رنگزای قرمز خنثی، به وسیلهکه عضو دسته زانتان G9و رودامین  Bپژوهش، حذف دو رنگزای اریتروسین 
، سنجیطیفهای گیری از روشساعت، با بهره 27( در مدت زمان تقریبی Bacillus sp) از باکتری باسیلوس 2KCی اسپوری سویه

 از حلال آبی به میزان Bنشان دهنده حذف اریتروسین z -مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج آزمایش روبشگرz -اسپکتروفلوریمتری و روبشگر
  بود. % 9155 و قرمز خنثی، %7651 به میزان G9، رودامین % 7551

 

 .، لاکازz-رنگبری، رنگزا، روبشگر :های کلیدیواژه
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Various methods have been used to treat industrial effluents from dyes. In this study, the removal of two xanthene dyes using 

laccase enzyme was investigated. Lacases are oxidizing enzymes and have been studied in many studies due to their wide range 

of substrates. One of the capabilities of laccase is the bleaching of synthetic dyes. In this study, the removal of two dyes, 

erythrosine B and rhodamine 6G, which are members of the xanthene group, as well as neutral red dye by spore laccase from 

Bacillus sp KC2 in approximately 24 hours using spectrophotometry, Spectrofluorometry and Z-scan methods were studied. The 

results of Z-scan showed removal of erythrosine B from aqueous solvent by 45%, rhodamine 6G by 49% and neutral red by 

68%. J. Color Sci. Tech. 15(2021), 205-214©. Institute for Color Science and Technology. 
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 ـ مقدمه1
تواننـد منجـر بـه    زیسـت، مـی  مواد شیمیایی هنگام ورود بـه میـی   

هـا؛ حتـی کـل    های جدی شوند؛ به طوری که سـلامت انسـان  آسیب

هـا را  هـا یـک گـروه از آلاینـده    سازگان را به خطر بیانـدازد. رنـگ  بوم

تولید میصولات جانبی سمی، باعـ    توانند بادهند که میتشکیل می

 .[1] مییطی شوندایجاد مشکلات مختلف زیست

ای دارنـد و بـرای   ها، ساختار شیمیایی پیچیـده این نوع از ترکیب

هـا  ودهای آبزی و زمینی و قارچها، موجها، آنزیمرشد میکروارگانیسم

هـا  ها در برابر نور، گرما و اکسیدکنندهمعمولاً رنگ .[2] ی هستندسم

هـایی کـه از منـابع مختلـف )صـنایعی      پایدار هستند. پسـماند رنـگ  

کاغذ، صـنایع واسـطه، دارویـی، دبـاغی و ...( ناشـی      همچون نساجی، 

های آلی را در منابع آب طبیعی ای از آلایندهشوند؛ طیف گستردهمی

یکی از منابع اصلی با  دهند.های تصفیه فاضلاب تشکیل مییا سیستم

ــاجی و     ــنعت نس ــان، ص ــر جه ــودگی در سراس ــدید آل ــکلات ش مش

 11111شـود کـه   یهای حاوی رنگ آن است. تخمین زده م ـفاضلاب

تن در سراسر جهان تولیـد   1×511رنگ تجاری با برآورد تولید سالانه 

تن در سال اسـتفاده   1111ها بیش از از این رنگ درصد 11شود؛ می

هـا در آب  هـای تخریـب آن  ها یا فـرآورده وجود رنگ[. 1، 7] شودمی

باع  بـه خطـر افتـادن سـلامتی     تواند می )حتی با غلظت بسیار کم(

ها شود؛ مواردی همچون حالت تهوع، خونریزی، زخم پوستی و انسان

غشاهای مخاطی و آسیب به سیسـتم عصـبی مرکـزی از جملـه ایـن      

هـای نسـاجی بـا سـاختارهای     باشـند. رنـگ  ها به سلامتی مـی آسیب

منشأ مصنوعی و طبیعـت مقـاومی هسـتند کـه جـدا       دارای پیچیده،

زیسـت  ز ورود بـه میـی   های صـنعتی، پـیش ا  ها از پسابنمودن آن

زیسـتی ناشـی از فاضـلاب صـنعتی، در     ضروری است. آلودگی میی 

 بسیاری از کشورها به یک معضل جدی تبدیل شده است.

هـای مصـنوعی بـوده و    تـرین رنـگ  هـای زانتـان از قـدیمی   رنگ

، 1کاربردهای فراوانـی دارنـد. ایـن خـانواده شـامل رنگزاهـای ا ـوزین       

، در ساختار غیره و 5، رز بنگالG97دامین ، رو1، اریتروسین2فلوکسین

( و 1هستند )شکل  O10H3C خود حاوی گروه عاملی زانتان با فرمول

باشـد  نـانومتر مـی   511هـا در میـدوده   مـو  جـذب آن  معمولاً طول

ها دارد(. مشتقات زانتـان، مهـار میکروبـی    )بستگی به نوع ساختار آن

ها( در صورت گرم شدن، در گروه زانتان(ها . رودامین[5] بالایی دارند

 . [9] دهندرا انتشار می Cl و NOxبخارهای سمی 

شود، با نشان داده می ErBکه به صورت اختصار با  B9اریتروسین 

                                                                 
1  - Eosin  

2- Phloxin.  

3- Erythrosin  

4-Rhodamine 6G 

5- Rose bengal  

6  - Erythrosin B 

 

 

گــرم بــر مــول، از رنگزاهــای زانتــان میســوب  115516جـرم مــولی  

عمر فلورسـان،، بـه عنـوان    گردد. این رنگزا در تصویربرداری طولمی

و پروب )آشکارساز(  (PDTتراپی )حساس به نور در فوتودینامیک ماده

، صنایع غذایی، آرایشی و دارویی شناسیزیستفلورسان، در شیمی، 

 2شـیمیایی آن، در شـکل    مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت. سـاختار   

( بــا فرمــول شــیمیایی R6G) G9رودامــین  نشــان داده شــده اســت.

Cl3O2N31H28C ، شـود، یـک   هـم گفتـه مـی    561که به آن رودامین

هـا بـوده و جـرم مولکـولی آن     رنگزای کاتیونی و عضو دسـته زانتـان  

 ).1شکل (باشد گرم بر مول می 716511

 

 
 

سه حلقه آروماتیک متصل به هم با یک گروه عاملی زانتان شامل  :1 شکل

 اتم اکسیژن.

 

 
 دارای گروه عاملی زانتان.B ساختار شیمیایی اریتروسین :2 شکل

 

 
 .دارای گروه عاملی زانتان G9ساختار شیمیایی رودامین  :3 شکل

 



 602 ...لاکاز اسپوري براساسمطالعه رنگبري زيستي رنگزاهاي زانتان، با استفاده از 

411-450، (5011) 51/ علوم و فناوري رنگعلمي نشريه  

ــین  ــروب     G9رودام ــین پ ــم و همچن ــزری مه ــای لی از رنگزاه

هـای  باشد که بازده کوانتومی فلورسان، قوی در حلالفلورسان، می

هـای بـالا، تمایـل    رقیق و جذب قوی در ناحیه مر ی دارد. در غلظـت 

 دهد. بالایی به دیمر شدن و تجمع را از خود نشان می

 2گرم بر مول یک فنازین 211511با جرم مولی  (NR) 1قرمز خنثی

هـای فراوانـی در   باشد که از بیشتر از یک قرن قبل، کاربردمصنوعی می

هـای  ها، گـروه بزرگـی از ترکیـب   چندین رشته پیدا کرده است )فنازین

دهند که براساس نوع معطر هتروسیکلیک حاوی نیتروژن را تشکیل می

هـا  زیکـی آن های عاملی موجود، خواص شـیمیایی و فی و موقعیت گروه

متفاوت اسـت(. ایـن رنگـزای کـاتیونی دارای سـاختار آروماتیـک سـه        

 (.7ای با دو اتم نیتروژن در ساختار حلقه آروماتیک است ) شکل حلقه

ــین  ــروب     G9رودام ــین پ ــم و همچن ــزری مه ــای لی از رنگزاه

هـای  باشد که بازده کوانتومی فلورسان، قوی در حلالفلورسان، می

هـای بـالا، تمایـل    ناحیه مر ی دارد. در غلظـت  رقیق و جذب قوی در

 دهد. بالایی به دیمر شدن و تجمع را از خود نشان می

گرم بر مول یک فنازین  211511با جرم مولی  (NR)قرمز خنثی 

های فراوانی در باشد که از بیشتر از یک قرن قبل، کاربردمصنوعی می

هـای  گی از ترکیـب ها، گروه بزرچندین رشته پیدا کرده است )فنازین

دهند کـه براسـاس   معطر هتروسیکلیک حاوی نیتروژن را تشکیل می

های عاملی موجود، خـواص شـیمیایی و فیزیکـی    نوع و موقعیت گروه

این رنگزای کاتیونی دارای ساختار آروماتیک سه  ها متفاوت است(.آن

 (.7ای با دو اتم نیتروژن در ساختار حلقه آروماتیک است )شکل حلقه

ش های مختلفی جهت حذف رنگ و رنگبری وجود دارد و هر رووشر

 مزایا و نقاط ضعف خود را دارد.

هـا، تصـفیه   به علـت سـاختمان مولکـولی پیچیـده و مقـاوم رنـگ      

طور ها بههایی همراه بوده است. این روشهای رنگی با دشواریفاضلاب

 .گیرندگسترده در سه دسته فیزیکی، شیمیایی و زیستی قرار می

 
 ساختار شیمیایی قرمز خنثی با گروه عاملی فنازین. :4 شکل

                                                                 
1- Neutral red  

2- Phenazine 

های فیزیکی شامل جذب با کربن فعال، ذغال سنگ نارس، روش

چوب، خاکستر، سیلی، یا فرآیندهایی همچون، فیلتراسیون غشـایی،  

تبادل یونی، انعقاد و اسمز معکوس، با مشـکلاتی ماننـد تولیـد لجـن     

مواقعی که حجم پساب کم باشـد، مـر ر   اضافی مواجه بوده و تنها در 

های شیمیایی شامل اکسیداسیون با استفاده از مـواد  روش .باشندمی

یـا   ، ازن، هیپوکلریـت سـدیم  1فنتـون  اکسیدکننده همچـون، معـرف  

تـرین  شود. مهـم می های فوتوشیمیایی و تخریب الکتروشیمیاییروش

باشـد کـه از   یهای شیمیایی، هزینه بالای آن م ـمانع استفاده از روش

 .کندآن در صنعت جلوگیری می استفاده گسترده

هـایی ماننـد   های زیستی شامل اسـتفاده از میکروارگانیسـم  روش

باشند. تصفیه میکروبی، مقرون به صرفه بوده و ها میها و باکتریقارچ

های اکسـیدکننده نیـز   توجه زیادی را به خود جلب کرده است. آنزیم

ی فاضـلاب مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه      تصفیهبه طور مستقیم برای 

زیسـت و کـم   های آنزیمی، فرآیندهای سـازگار بـا میـی    است. روش

، درجـه حـرارت متوسـ  و     pHانرژی هستند، که در طیف وسیعی از

 توانند عمل کنند.وجود مواد آلی، می

ــاز ــزیم لاکـ   ,benzenediol: oxygen oxidoreductases)7آنـ

EC1.10.3.2) آبـی چنـد    های اکسیدکنندهپروتئین خانواده متعلق به

کـه اکسیداسـیون    باشـد پلی فنل اکسیدازها مـی  مسی و زیرمجموعه

 2O) با کاهش اکسیژن مولکـولی  ای از سوبستراهای آروماتیک راآرایه

وجـود لاکازهـا در    کنـد. در نقش پذیرنده الکترون( به آب کاتالیز می

ها و گیاهان مشاهده شده ها، قارچای از باکتریساختارِ طیف گسترده

تواند بـه طـور   لاکاز بسیار گسترده است و می هایزیرلایهاست. طیف 

کاهش گسترش یابد؛ -های اکسایشای در حضور واسطهقابل ملاحظه

ربردهـای  ای در بسـیاری از کا کنندهابراین، لاکازها پتانسیل امیدواربن

هـای انجـام شـده توسـ      صنعتی و زیست فناوری دارند. در مطالعـه 

رنگ توسـ  لاکازهـا بـه روش اسـپکتروفتومتری      پژوهشگرها، تجزیه

گیری شده و نشان داده شده که شـدت طیـف جـذب در طـی     اندازه

استفاده از آنـزیم لاکـاز   [. 1-6] یابدی رنگ، کاهش میفرآیند تجزیه

-ه با ساختار پیچیده و یـا پتانسـیل اکسـایش   برای رنگبری موادی ک

کاهش بالا، امکان ورود به جایگـاه فعـال آنـزیم بـه طـور مسـتقیم را       

کـاهش دارای  -هـای اکسـایش  ندارند؛ بنابراین نیازمند حضور واسـطه 

ی باشـد. در ایـن پـژوهش از مـاده واسـطه     وزن مولکولی پـایین مـی  

دهنـد، اسـتفاده   مـی نشان  SGZسیرینگالدازین که به طور اختصار با 

 شده است.

گیـری خصوصـیات   روشی ساده و مفیـد جهـت انـدازه    z5-روبشگر

باشد که در اواخر دهـه هشـتاد و   اپتیک غیر خطی مرتبه سوم مواد می

توس  منصور شیخ بهایی و همکارانش ابداع شد، که اساس آن  21قرن 

                                                                 
3- Fenton’s reagent   

4- Laccase 

5- Z-scan 
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در  z-. چیدمان دسـتگاه روبشـگر  [11] باشدکانونگی میا ر خود بر پایه

 نشان داده شده است. یک پرتوی گوسـی لیـزر، در مـد مرتبـه     5شکل 

کننده، به نمونه غیرخطی تابانـده  اول، پ، از عبور از یک عدسی همگرا

کانونی در امتداد میـور پرتـوی    تواند نسبت به نقطهشود. نمونه میمی

کننده پرتو بـه  نوری حرکت کند. نور گذرنده از نمونه توس  یک تقسیم

گیـری  باز(، بـرای انـدازه   )دهانه 2شود؛ آشکارساز قسمت تقسیم می دو

گیری )دهانه بسته( برای اندازه 1شدت نور عبوری از نمونه و آشکارساز 

 کسری از شدت نور عبور کرده از نمونه کاربرد دارند.

در این مطالعه، خصوصیات نوری خطی و غیرخطی سـه رنگـزای   

-مز خنثی، آنالیز و از تکنیک روبشگرو قر G9، رودامین  Bاریتروسین

z رنگبری، مورد استفاده قرار گرفته است؛ به طوری که  جهت مطالعه

تغییر در میزان ضریب جذب غیر خطی رنگزاها، نشان دهنـده تغییـر   

های مطالعه باشد.های رنگزا میغلظت میلول در ا ر اکسایش مولکول

ت نـوری ایـن رنگزاهـا    دهد که مقادیر خصوصیاانجام گرفته نشان می

 .[11، 12] وابسته به غلظت هستند
 

 بخش تجربی ـ2
 هاو روش مواد ـ1ـ2

و قرمز خنثی و سـیرینگالدازین   G9، رودامین  Bرنگزاهای اریتروسین

به شکل پـودر جامـد از شـرکت سـیگما خریـداری شـده اسـت. آب        

گـرم بـر    661گرم بر مـول، چگـالی    11512دیونیزه با وزن مولکولی 

و همچنـین   1511و ضریب شکسـت   11571لیتر،  ابت دی الکتریک 

سازی میی  کشت و سوسپانسیون اسـپوری(  آب مقطر )جهت آماده

 ن پژوهش استفاده شده است.نیز در ای

 

 
 

)شامل منبع لیزر، عدسی،  z-چیدمان دستگاه روبشگر :5شکل 

 [.11، 12] آشکارسازهای دهانه باز و بسته(

از آب دریـای   Bacillus atrophaeus KC2مثبـت  -باکتری لاکـاز 

 ( جداسازی شده است2115خزر توس  اسدی و همکارانش )در سال 

بـا    (SIGMA). در میی  کشت اسپوری، به وسیله سـانتریفیوژ [11]

دقیقه،  5گراد به مدت سانتی درجه 7دور در دقیقه، در دمای  5111

ری از میی  کشت جداسازی شد. پ، از شست و شوی رسوب با باکت

دقیقه داخـل   11آب مقطر، مجدداً سانتریفیوژ شده و سپ، به مدت 

گراد قرار داده شده که این سانتی درجه 11دستگاه بن ماری با دمای 

های و تنها سلول های رویشی گردیدهدما، منجر به از بین رفتن سلول

تهیـه شـده بایـد در      سوسپانسیون ماند.قی میاسپوری واجد لاکاز با

 گراد نگهداری شود. درجه سانتی 7تاریکی و در دمای 

میلی لیتـر   11پودر سیرینگالدازین به عنوان واسطه اکسایش در 

غلظـت   میلـی مـولار(.   152 درصد حل شده اسـت )غلظـت   69اتانل 

ر در مـولا میلـی  151های حاوی آنزیم، نهایی سوبسترا در تمام میلول

نظر گرفته شده است. همچنین از سیرینگالدازین برای ا بـات وجـود   

آنزیم لاکاز در میلول اسپوریِ تهیه شده، استفاده گردیـد. بـرای هـر    

رنگزا دو نوع میلول تهیه شده است؛ الف( میلول آبی شامل رنگـزا و  

 151فسـفات  -آب دیونیزه، ب( میلول شامل رنگزا، آب، بافر )سیترات

هـا در شـیکر   مولار(، آنزیم لاکاز و سیرینگالدازین. همه میلـول میلی

نگهـداری   )دور بر دقیقه 151گراد و تعداد سانتی درجه 11انکوباتور )

 ( z-)طیـف جـذب و نشـر و روبشـگر     هـا آزمـون گردید. جهت انجـام  

های مشخص با سمپلر، حجم مشخصی از میلول را برداشـته  در زمان

و جهت جداسازی اسپور از میلـول، آن را   و داخل میکروتیوب ریخته

دور بـر دقیقـه، سـانتریفیوژ     11111دقیقه بـا تعـداد دور    5به مدت 

ها در دقایق مشخصـی از  کردیم. ضریب جذب غیر خطی تمام میلول

 z-ساعت به وسیله دستگاه روبشـگر  27سازی و حداکثر تا زمان آماده

هـا نیـز   میلـول  های جذب و فلورسان،گیری شده است. طیفاندازه

 بررسی گردیده است.

 
 z-روش روبشگر ـ2ـ2

مورد استفاده در ایـن پـژوهش دارای منبـع لیـزر      z-دستگاه روبشگر

نانومتر )به رنگ سبز(  512مو  پیوسته دیودی نئودیمیم یاگ با طول

وات بـوده و  میلی 11و توان  (0ωمیکرومتر= 157) و شعاع پرتو گاوسی

باشد. نمونه بـه  متر میسانتی 5کننده آن فاصله کانونی عدسی همگرا

متـر  میلـی  151شکل مایع درون یک سل از جن، کوارتز به ضخامت 

 ریخته شـده و در جایگـاه مخصـوص کـه قابلیـت حرکـت روی ریـل       

شود و سپ، شدت نور عبور کرده از آن توسـ   را دارد، قرار داده می

   کـامپیوتر هـا توس ـ گیـری و داده آشکارسازهای بـاز و بسـته انـدازه   

( مربـوط بـه   1. با اسـتفاده از رابطـه تراگسـیلندگی )   شوندذخیره می

 شـود خطی میاسبه مـی ز دهانه باز، مقدار ضریب جذب غیرآشکارسا

[11.] 
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I1در این رواب ،  βضخامت مر ر نمونـه،   Leffشدت پرتوی اولیه،   

طول کمر باریکه لیزر است. با مشـخص   𝑧1ضریب جذب غیر خطی و 

تـوان نمـودار   ، مـی βبودن این مقادیر و یـک مقـدار تخمینـی بـرای     

رسم و با برازش آن با نمودار  zتراگسیلندگی بهنجار شده را بر حسب 

 های تجربی، مقدار ضریب جذب غیر خطی را میاسبه نمود.داده

 

 سنجی جذبی و نشریطیف ـ3ـ2
هـا بـه ترتیـب توسـ  دسـتگاه      های جذب و فلورسان، میلولطیف

و دسـتگاه   UV-Vis 2450مـدل   Shimadzuدو پرتـو ی   سـنج طیـف 

 بررسی شد. FP-6200مدل Jasco سنج طیف

 

 نتایج و بحث ـ3
 z-روبشگر ـ1ـ3

های مختلـف،  دهانه باز برای سه رنگزا در زمان z-های روبشگرمنینی

قابـل مشـاهده    1و  9هـای  ها با و بدون آنـزیم در شـکل  برای میلول

و بدون آنزیم در  9حاوی آنزیم در شکل  ErBمنینی دهانه باز . است

در  (OAΔT)نشان داده شده است. عمـق منینـی دهانـه بـاز      1شکل 

الـف(، در   9داشته )شـکل   همراه با آنزیم با زمان کاهش ErBمیلول 

 1711تـا   1بـدون آنـزیم بـین     ErBحالی که عمق منینی دهانه باز 

هـای دهانـه بـاز    الف(. منینـی  1دقیقه، تغییری نداشته است )شکل 

R6G ب(  1و  9اند )شکل با و بدون آنزیم در طول زمان تغییر داشته

(.   1و  9اسـت )شـکل    ErBشـبیه   NRو منینی دهانه باز میلـول  

های دهانه باز، مقادیر ضریب جـذب غیرخطـی   ، از برازش منینیپ

 1شود؛ این مقـادیر در جـدول   میاسبه می 2و  1با استفاده از رواب  

 آورده شده است.

 استخرا  شود. 1رابطه تواند از درصد تجزیه رنگ می
 

η
β
=

(β0-βt)

β0

×111 (1)  
  

 

 
بر حسب  z-نمودار تغییرات شدت عبوری از آشکارساز دهانه بازِ روبشگر :6شکل 

مولار، میلی 1517با غلظت  ErBالف(  ،های مختلف )با آنزیم(مکان در زمان

 مولار.میلی 152با غلظت   NR( ، مولارمیلی 1519با غلظت   R6Gب(

 
برحسب  z-نمودار تغییرات شدت عبوری از آشکارساز دهانه باز روبشگر :7شکل 

مولار، میلی 1517با غلظت   ErB)الف(  های مختلف )بدون آنزیم(.مکان در زمان

 مولار.میلی 152با غلظت   NR، )پ(مولارمیلی 1519با غلظت   R6G)ب(
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هـا در  به ترتیب ضرایب جذب غیرخطی رنـگ  βtو  β0که در آن،

را به عنوان تابعی از زمان برای سه  βη، 1هستند. شکل  tزمان صفر و 

 1دهـد. نتـایج جـدول    های حاوی آنزیم نشـان مـی  رنگینه در میلول

یابـد و بیشـترین   بـا زمـان افـزایش مـی     βηدهد که مقـادیر  نشان می

طـوری کـه بـرای     تغییرها برای قرمز خنثی مشاهده شده اسـت؛ بـه  

در میلول حاوی آنزیم نسبت بـه   β، بیشترین تغییرات Bاریتروسین 

، بـرای رودامـین   1711در دقیقـه   %755962 ی صفر به میـزان دقیقه

G9، 765156%  در  % 915516 و بـرای قرمـز خنثـی    1711در دقیقه

 رخ داده است. 1711دقیقه 

 NRو  ErB، R6G نمودارهای مربوط به مطالعه رنگبری رنگزاهای

قابـل مشـاهده هسـتند. در     6در شـکل   سـنجی طیـف با اسـتفاده از  

هـای جـذب بـه مـرور تغییـرات      دقیقه، طیف 111های کمتر از زمان

بـرای   R6G ،15%برای  βη، 17%اند؛ در حالی که مقادیر اندکی داشته

EryB  برای  %76وNR هستند. 111 در دقیقه 

 

 

 
از  B(η (ضریب جذب غیرخطیزدایی بر اساس درصد رنگ :8شکل 

 مولار، اریتروسینمیلی 1519باغلظت  G9رودامین های حاوی آنزیم میلول

B مولار.میلی 152و قرمز خنثی با غلظت  مولارمیلی 1517 با غلظت 

 

 .بدون آنزیم( A2با آنزیم،  A1) ضرایب جذب غیرخطی رنگزاها و درصد تغییرهای ضریب جذب در میلول حاوی آنزیم :1 جدول

Ery B 

 
Δt 

(min) 

Β 

)×10-7 cm/w) 
β/ β0 % 

A1 

1 9592517 1 1 

61 5555115 1511161 195211 

111 7526511 1597126 155111 

1711 1556112 1557111 755962 

A2 

1 7512215 1  

61 7512215 1  

111 7512215 1  

111 7512215 1  

1711 7512215 1  

R6G 

A1 

1 1515161 1 1 

211 7579511 1591111 1561511 

111 1512172 1571117 1752111 

1711 1511799 1525151 76515671 

A2 

1 1511117 1  

191 1511612 1591111  

1711 1596916 1557611  

1511 1552767 1576111  
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 (1)ادامه جدول 

NR 
 

 
Δt 

(min) 
Β 

)×10-7 cm/w) β/ β0 % 

A1 

1 1517175 1 1 

91 9512211 1512116 115661 

271 5511726 1516111 215121 

111 1591122 1551225 765115 

191 1527171 1577171 555156 

1511 2511117 1511791 915516 

A2 

1 1515111 1  

121 1515111 1  

271 1515111 1  

191 1515111 1  

1511 1515111 1  

 

 
،  مولارمیلی 152در میلول آبی با غلظت  ErB)الف( طیف جذب  :9شکل 

مولار در میلی 152با غلظت  NR(  میلی مولار و ) 1519با غلظت  R6G)ب( 

 های مختلف )با آنزیم(.زمان
 

 طیف جذب ـ2ـ3
ــزیم   بیشــینه ــدون آن ــرای میلــولِ ب ( در   11)شــکل  NRجــذب ب

نانومتر بوده؛ اما در میلول حاوی آنـزیم، بیشـینه بـه     527مو  طول

نانومتر جابجا شده و همچنین شدت بیشـینه بـا زمـان کـاهش      797

 (.   6یافته است )شکل 

 
مولار، میلی 152در میلول آبی با غلظت  ErBالف( طیف جذب  :11شکل 

مولار در میلی 152با غلظت  NR(  میلی مولار و  1519با غلظت  R6Gب( 

 های مختلف )بدون آنزیم(.زمان

 
با زمان در میلول حاوی آنزیم، نسبت بـه   EryBدر میزان جذب 

تواند بـه علـت   شود، که میمیلول بدون آنزیم، تغییری مشاهده نمی

 .[17] مولار(میلی 152غلظت بالای رنگزا باشد )
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 طیف نشر ـ3ـ3
 NRو  ErB ،R6G نمودارهای مربوط بـه مطالعـه رنگبـری رنگزاهـای    

 قابـل مشـاهده   12و  11اسپکتروفلورومتری در شـکل  براساس روش 

هســتند. تغییــرات اولیــه در طیــف فلورســان،، در روز دوم مطالعــه  

ــایج نشــان   ــن نت دهــد کــه اســپکتروفتومتر و مــیمشــاهده شــد. ای

هـای  رنگبری در زمان اسپکتروفلورومتری، ابزار مفیدی جهت مطالعه

 ساعت نیستند. 27کمتر از 

ــرای11در شــکل  ــه  R6G ، شــدت فلورســان، ب ــا غلظــت اولی )ب

 ErBمولار( با گذشت زمان، مقدار کمی افزایش و برای میلی 1511112

یابـد کـه مطالعـه    دکی کاهش میمولار( انمیلی 15111)با غلظت اولیه 

 NRکنـد؛ در حـالی کـه شـدت فلورسـان،      رنگ را دشـوار مـی   تجزیه

یابد، که دلیـل  مولار( به مرور زمان افزایش میمیلی 1511)غلظت اولیه 

 آن کاهش سطح تجمع رنگزا در میلول حاوی آنزیم است.

میلـی   1511، در NRهـای  دهد که تجمع مولکولنتایج نشان می

در میلـول   NRتواند باع  کاهش تعداد دهد و آنزیم میرخ میمولار 

 یابد.ها، تجمع کاهش میشود و با کاهش تعداد رنگ در میلول

کـه   NRبـرای   fη سـنجی نشـری  میزان رنگبری بر اساس طیـف 

 بیشترین تغییرات را در بین سه رنگزا دارد، در نظر گرفته شده است.

 

 

 
 

مولار، میلی 15111با غلظت B طیف نشری )الف( اریتروسین : 11شکل 

( قرمز خنثی با غلظت  مولار، )میلی 1511112با غلظت  G9رودامین  ب)الف

 مولار )با آنزیم(.میلی 1511

 
 

 مولار،میلی 15111 با غلظتB طیف نشری )الف( اریتروسین  :12شکل 

 ( قرمز خنثی با غلظت مولار، )میلی 1511112 با غلظت G9( رودامین ب)

 مولار )بدون آنزیم(.میلی 1511
 

نشـان داده شـده    11به عنوان تابعی از زمان در شـکل   fηنمودار 

  βηاست کـه بـا مقـادیر     % 256 ، برابر با271در دقیقه  fηاست. مقدار 

 متفاوت است. z-دست آمده توس  دستگاه روبشگره ب

 

 
درصد رنگبری بر اساس تغییرات شدت فلورسان، قرمز خنثی در  :13شکل 

های مختلف برای ترکیب قرمز خنثی با غلظت میلول حاوی آنزیم در زمان

 .مولارمیلی 1511
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و قرمــز خنثــی در   G9دو رنگــزای رودامــین   غلظــت اولیــه 

 1519، یکسـان و بـه ترتیـب    z-های طیـف جـذب و روبشـگر   آزمایش

هـای  هـا، طیـف  باشد؛ در این غلظـت مولار میمیلی 152مولار و میلی

جذب تغییرات بسیار اندکی داشتند که نتـایج قابـل اطمینـانی بـرای     

هـا،  دهـد؛ امـا در همـین غلظـت    ارزیابی میزان رنگبری به دست نمی

تغییرات حاصل از واکنش آنزیم بـا رنگزاهـا را نشـان     z-نتایج روبشگر

، تغییـرات  Bو اریتروسین  G9مین داد. قرمز خنثی در مقایسه با رودا

توانـد بـه   بیشتری در ضریب جذب غیر خطی داشت؛ این اختلاف می

 ا ر سمیّ دو رنگزای زانتان بر فعالیت آنزیمی نسبت داده شود.

بررسی توانایی آنزیم نوترکیب لاکاز به دسـت   پژوهشی در زمینه

 تجزیـه ، در Lenzites gibbosa))  آمده از نوعی قارچ پوسـیده سـفید  

چندین رنگ متفاوت شیمیایی انجام شـده اسـت؛ در ایـن پـژوهش،     

های واکنش پ، میزان رنگبری رنگزای قرمز خنثی در حضور واسطه

. تفـاوت در  [15] گیری شده اسـت اندازه % 91ساعت به میزان  11از 

تواند به تفاوت در ساختار شیمیایی رنگزاها مربـوط  میزان رنگبری می

کند. مل را مهار میسازی کاهای خاص، کانیسمیت رنگ .[19] باشد

های مختلفی کـه در  های زانتان برای گونهگزارش شده است که رنگ

هـای  شوند، سـمی هسـتند. گـزارش   شرای  آزمایشگاهی آزمایش می

 های زانتان موجود اسـت متعددی در مورد اکسیداسیون آنزیمی رنگ

[21-11] 

با افزایش غلظت رنگ، میزان تجزیه و اکسایش به تدریج کـاهش  

تواند به ا رات سمی رنگ روی بـاکتری مربـوط   یابد؛ این اتفاق میمی

شود. غلظـت رنـگ   باشد که منجر به نسبت سلول به رنگ ناکافی می

توانــد از طریــق ترکیبــی از عوامــل، از جملــه ســمیت رنــگ در  مــی

در  .[21]های بالاتر، کارایی حذف رنگ را تیت تأ یر قرار دهد غلظت

رنگ توسـ  بـاکتری    های پیشین، سرعت بالای تجزیهیکی از مطالعه

در مراحل اولیه مشاهده شد، که به تـدریج بـا افـزایش     1سودوموناس

گزارش شده اسـت   .[22] یابدکاهش می 52غلظت رنگ راکتیو قرمز 

ــگ، در صــورت اســتفاده از روش    ــالای رن ــر ســمیّ غلظــت ب ــه ا  ک

بـد و  یابه جای روش کشت خالص باکتری، کاهش مـی  "1کشتیهم"

هـا باشـد کـه    این ممکن است به دلیل ا ر هم افزایی میکروارگانیسـم 

های سمی را کاهش داده یا ا ر سمی آنهـا را  احتمالاً غلظت متابولیت

 .[21] دهدتغییر می

 میکـرو  111زدایی شش رنـگ زانتـان )  میزان رنگ 4یاتوم و ایتو

)یـک قـارچ پوسـیدگی سـفید( در      5مولار(، توس  قارچ رنگین کمان

                                                                 
1- Pseudomonas sp. SUK-1 

2- Reactive Red 5 

3- Co-culture   

4- Yatome, Itoh 

5- Coriolus versicolor 

 

 

روز، میزان رنگ بری  17کشت مایع را ارزیابی کردند. پ، از گذشت 

، % 1551آمینوفلورسین به ترتیـب  -5آمینوفلورسین و -7فلو ورسین، 

زدایــی در مــورد بــود؛ عــلاوه بــر ایــن، هــی  رنــگ % 6156و  6551%

مشاهده  G9و رودامین  121، هیدرات رودامین Bرنگزاهای رودامین 

زدایـی  کمـان، رنـگ  نشد. سه رنگ اول با عصاره سلولی از قارچ رنگین

کرو مولار بـر  می 152و  951، 1152 رنگی به ترتیب شد. فعالیت تجزیه

 گرم بود.دقیقه بر میلی

 بــا لاکــاز Bدر پژوهشــی در زمینــه رنگبــری رنگــزای رودامــین 

 1515هـای بـالا )  ، نشان داده شد کـه در غلظـت  KC2اسپوری سویه 

؛ [17] مولار(، طیف جذبی قادر به نشـان دادن تغییـرات نیسـت   میلی

تواند بـه همـین دلیـل    تغییرات اندک طیف جذب سه رنگینه نیز می

. [27-29] شـود باشد. معمولاً در رنگبری از طیف جذبی استفاده مـی 

دهد که بررسی تغییرات جذب غیرخطـی  نتایج این پژوهش نشان می

 رنگبری باشد. های مناسب جهت مطالعهتواند یکی از روشمینیز 

 

 گیرینتیجه ـ4

و قرمزِ خنثی بر اساس  G9، رودامین Bحذف سه رنگزای اریتروسین 

بررسی شـد. از آنـزیم    z-روبشگر روشسنجی جذبی و نشری و طیف

لاکاز برای رنگبری از میلول آبی رنگزاها استفاده شده و میلول آبـی  

دقیقه  111نتایج، تهیه گردید. نتایج در  بدون آنزیم نیز جهت مقایسه

تغییــرات ضــریب جــذب غیرخطــی چشــمگیرتر  اول، نشــان دهنــده

باشد؛ درصورتی کـه طیـف جـذبی و طیـف فلورسـان،، قـادر بـه        می

 111هـای بیشـتر از  باشـد. تنهـا در زمـان   این تغییرات نمـی  مشاهده

و رودامـین   Bدقیقه، تغییرات طیف فلورسان، دو رنگزای اریتروسین 

G9 اده و شـدت  اندک بوده؛ اما قرمز خنثی تغییرات بیشتری نشان د

توانـد بـه علـت    فلورسان، آن با گذشت زمان افزایش یافت، کـه مـی  

کاهش غلظت رنگزا در میلول، بر ا ر اکسایش با آنزیم لاکاز باشد. بـا  

بـه عنـوان    z-های نوری مختلـف، روش روبشـگر  سنجیمقایسه طیف

هـای نخسـتین معرفـی    رنگبری در زمـان  روش مناسب جهت مطالعه

 گردیده است.

خطی رنگزاهـا،  ررسی خصوصیات اپتیکی غیرو ب z-وبشگرروش ر

 نتایج، نشان دهنده ابزار مفیدی جهت مطالعه رنگبری بوده و مقایسه

سـنجی جـذبی و   نسبت به طیـف  z-حساسیت بیشتر دستگاهِ روبشگر

ســاعت  27هــای کمتــر از نشــری جهــت مطالعــه رنگبــری در زمــان

 باشد.می

 

 تشکر و قدردانی
بـه   جهت حمایـت مـالی تقـدیر و تشــکر  سی مشهدفردواز دانشگاه 

 آید.عمل می
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