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 في المياه Direct Blueكفاءة استخدام بعض انواع البكتيريا لتحطيم صبغة 
Efficiency of some bacteria to degrade direct 

Blue Dye in water 
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 والتكنولوجياوزارة العلوم  / دائرة بحوث وتكنولوجيا البيئة والمياه
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 المستخلص
لتحطيم  Azotobacter chroococcumو  Lampropedia hyalineو   .Bacillus spاستخدمت بكتيريا 
المياه  فيالمستخدمة في الصناعات النسيجية لتاثيراتها السامة والمسرطنة  Direct Blueالصبغة الزرقاء 

ولفترة  %T) و النفاذية Absغرام/لتر في المختبر بدلالة الامتصاصية ()0.005،0.01،0.03(بالتراكيز
مليلتر) 10خلية/ 175000مليلتر) و (5خلية/ 17500خلية/مليلتر) و ( 3500ساعة ولكثافة نمو ( 24معاملة 

 0.005كفاءة كبيرة على خفض تراكيز الصبغة  Bacillusو   Azotobacterاذ اظهرت بكتيريا  ، لكل بكتيريا
ساعة معاملة فيما أظهرت بكتيريا  24% على التوالي خلال 60-30% و 80-50غرام/لتر وبنسبة  0.01و 

Lampropedia  واظهرت  ، % لنفس فترة المعاملة ولكل التراكيز20-2كفاءة اقل في خفض الصبغة وبنسبة
-15% و 50-20غرام/لتر وبنسبة  0.03كفاءة اقل لخفض تركيز  Bacillusو   Azotobacterبكتيريا 

 . % على التوالي40
Abstract  
Bacteria Bacillus sp., Lampropedia hyaline and Azotobacter chroococcum were 
used to degrade Direct Blue dye which is use in textile factories due of its toxic 
effect from water in concentrations (0.005, 0.01, 0.03) gm\L in laboratory by 
measuring Absorbance (Abs), Transmition T% for 24 hr period treatment with 
bacterial growth density of (3500 cell\ml), (17500 cell\5ml) and (175000 cell\10ml) 
for each bacteria. Azotobacter and Bacillus showed high ability to reduce dye 
concentrations of 0.005 and 0.01 gm\L by 50-80% and 30-60% in 24 hr 
treatment. While, Lampropedia showed less ability to reduce all dye 
concentrations by 2-20%. Bacillus and Azotobacter showed less ability to reduce 
concentration of 0.03 gm\L by 20-50% and 15-40%. 

 المقدمة
تعد الاصباغ  ذات أستخدامات واسعة  في الصناعات المختلفة إلا انها ذات تاثيرات سلبية على البيئة لسميتها 

] والصناعات النسيجية إحدى الصناعات التي تطلق كميات كبيرة من مياه 1العالية و تاثيراتها المسرطنة [
% من تلك الاصباغ 50اذ أن  ]2لصبغية واللونية وبتراكيز عالية [الفضلات التي تحوي الكثير من الملوثات ا

% تكون غير مستخدمة في تلك الصناعة وتذهب مع مياه 25-10يستغل فعليا في عمليات صبغ المنسوجات وان 
أن مياه فضلات الصناعات النسيجية  تحوي على مواد عضوية ولا عضوية  . ]3[الفضلات المصرفة الى الانهر 

اضافة الى الاصباغ مختلفة الأنواع   Aromatics, Metals, Phenolوالكثير من المواد المعقدة والسامة مثل 
 . ]4[والألوان  

من اكثر الصبغات استخداما في الصناعات النسيجية ولها  Reactive redو صبغة  direct blueان صبغة  
تاثيرات ضارة على البيئة المائية فيما لو صرفت مع مياه المخلفات الى المسطحات المائية لسميتها العالية 

 . ]5وتاثيراتها السلبية على الاحياء المائية ومواصفات المياه الطبيعية [
 ]6[لقابلية على إختزال الملوثات اللونية بفعل انزيماتها المحللة ففي دراسة تمتلك الاحياء المجهرية كالبكتيريا ا

على   .Bacillus sp., Klebsiella sp., Salmonella sp. and Pseudomonas spاثبتوا قدرة البكتيريا 
ية في خفض الالوان التي تتسبب من خلال تصريف الملوثات العائدة الى اصباغ مختلفة منها الصبغة البرتقال
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و  Bacillusفي دراسته قدرة بكتيريا ] 7% , كذلك اثبت [85ظروف مختبرية وتحطيم الصبغة بنسبة 
Azotobacter . على خفض تراكيز الصبغات النسيجية بنسب عالية ولفترة معاملة اربعة أيام 

 Azotobacterو  Lampropedia hyalineو  .Bacillus spتهدف الدراسة الحالية لاختبار كفاءة البكتيريا 
chroococcum  لتحطيم وخفض تراكيز الصبغة الزرقاءDirect blue في المياه في ظروف المختبر . 

 المواد وطرائق العمل
 Nutrient agar, Nutrient broth, Pseudomonas agar, Blood agar ,:الاوساط الزرعية المستخدمة •

base, Simmon citrate agar, Nitrate broth, Peptone water, Trypton soy broth, Starch 
agar, Casein agar, Nutrient gelatin, Urea agar, Brain heart infusion agar, Glucose – 

Phosphate broth . 
لتلوثه بالزيوت ومخلفات وقود  كيلو غرام من التراب بالقرب من مولد ديزل كهربائي 1جمع  جمع العينات: •

و نقلت العينات الى  الديزل اذ تعتبر بيئة مناسبة لنمو الكثير من الاجناس البكتيرية المحطمة للمواد العضوية
 المختبر لغرض عزل وتشخيص الاجناس البكتيرية.

قم حاوي على وزن واحد غرام من نموذج التربة ووضع في انبوب اختبار زجاجي مع عزل وتنمية البكتيريا: •
10Pتسعة مليلتر من الماء المقطر المعقم بواقع تخفيف 

-1
P  10وتكمل التخافيف الىP

-2
P  10وP

-3
P ،  وضعت الانابيب في

 0.1أخذ .  )sporeدقيقة لقتل الخلايا البكتيرية الخضرية غير المكونة للسبور ( 20لفترة م 80ºحمام مائي بحرارة 
وحضنت الاطباق بحرارة  Nutrient agarي معقم يحوي وسط مليلتر من كل تخفيف و نشر على طبق زجاج

30ºبعد ظهور المستعمرات تم عمل المسحات وصبغها بصبغة كرام لتشخيص الخلايا البكتيرية  لمدة سبعة ايام م .
الخضرية والسبورات وموقعها بالخلية البكتيرية بالمجهر الضوئي المركب, تم تنقية المستعمرات بعمل مزارع 

وبطريقة التخطيط وكررت العمليـة للحصول على مستعمرات نقية  Nutrient agarو نقلها الى وسط ثانوية 
 Nutrient agarعلى وسط  Slantللبكتيريا و حفضت المستعمرات النقية بانابيب زجاجية معقمة وبشكل 

 . ]8،9وجددت العزلات كل اسبوعين [ م10ºوبحرارة 
 ] و شخصت10حسب طريقة [ Azotobacterو  Lampropedia بكتيريا  شخصت تشخيص البكتيريا: •

 L V (egg yolk ]: 11باستخدام الاختبارات البايوكيميائية وفقا لما وصف من قبل [ Bacillusبكتيريا 
reaction) , Citrate utilization , V-P reaction , Nitrate reaction , Indol productionGrowth 

7% NaCl , Starch hydrolysis , Casein hydrolysis , Gelatin hydrolysis , Urease activity , 
Heamolysis (Blood agar) 

 حساب عدد الخلايا البكترية:  •
 Hemocytometerد مليلتر من العالق البكتيـري باستخدام طريقـةحسبت اعداد الخلايا البكتيرية في واح

(counting chumber) ]12:و حسب المعادلة [ 
 10×  4× مربعات 4عدد البكتيريا (خلية/مليلتر) = عدد الخلايا في  •
الزرقاء المستخدمة في الدراسة من الشركة العامة  direct blueتم جلب صبغة   لاصباغ الصناعية المستخدمة:ا •

للصناعات القطنية في الكاظمية وبواسطة كتاب التعاون العلمي معهم حيث تستخدم هذه الاصباغ في صبغ 
CR32RHR20RNR6RNaR4ROالكيميائي (الملابس والنسيج وغيرها ورمزها  R14RSR4R( . 

 قياس الامتصاصية للنموذج الصبغي: •
بواسطة عمل مسح كامل في المنطقة المرئية  direct blue ) لصبغة λRmaxRالقصوى (تم تحديد الامتصاصية 

 Schimazu UV/VIS)لتراكيز الصبغة المحضرة مختبريا في جهاز المطياف الضوئي 
spectrophotometer)   غم/لتر بالماء 1. حضر محلول الخزين للصبغة بتركيز  ]13نانوميتر [ 570وكانت

غرام/لتر اذ تم استخدام هذه )0.03و  0.01, 0.005(التراكيز المستخدمة في التجربةالمقطر ومنها حضرت 
قيست تراكيز الصبغة بدلالة الامتصاصية  ، التراكيز حسب المستخرج من المصنع بعد صبغ النسيج وغسله

Absorbance (Abs)  والنفاذيةTransmition (T%). 
 directتم تحضير محلول خزين مائي لصبغة  البكتيرية المستخدمة:كفاءة ازالة الاصباغ بواسطة العزلات  •

blue  غرام/لتر وبطريقة  )0.005،0.01،0.03(غم/ لتر ومنه حضرت التراكيز المستخدمة في التجربة 1بتركيز
 ,KR2RHPOR4R  0.7g),  KHR2RPOR4R   0.7g, NHR4RNOR3 R1g م الوسط الملحي المغذي والمعقمالتخافيف باستخدا
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MgSOR4R.7HR2RO  0.7g, NaCl 0.005g, Water 1L      لكل تركيز باستخدام دوارق  مليلتر 100) وبحجم
و  Lampropedia hyalineو  Bacillus laterosporusزرعت الدوارق بالبكتيريا  ، زجاجية معقمة

Azotobacter chroococcum  مليلتر لكل  خلية/ 50± 3500وبواقع ثلاث مكررات لكل تركيز وبكثافة نمو
مليلتر واستخدمت تراكيز الصبغة بدون البكتيريا واعتبرت كمجموعة سيطرة  )10 ،5 ،1(كتيريا بحجم ب

 Airتهوية الدوارق باستخدام مضخة هواء مع  Binderفي حاضنة هوائية نوع م º 25وحضنت الدوارق بحرارة 
pump  مل من كل دورق حاوي على  20ساعة من المعاملة وذلك بأخذ  24وتم قياس الامتصاصية والنفاذية بعد

كفاءة . قيست  مايكرون 0.45بحجم ثقوب  Whatmann1تراكيز الصبغة المختلفة ورشحت خلال اوراق ترشيح 
] 14[صية للراشح وحسب تصاازالة الصبغة بواسطة الاحياء المستخدمة بقياس نسبة الخفض للصبغة بدلالة الام

 باستخدام القانون الاتي:
 X        100ساعة 24الامتصاصية بعد  –الامتصاصية الاولية 

 الامتصاصية الاولية
 النتائج والمناقشة

و  Lampropedia hyalineو  Bacillus laterosporus) كفاءة البكتريا 1،3توضح جداول (
Azotobacter chroococcum  على خفض تراكيز صبغةdirect blue  بدلالة الامتصاصيةAbsorbance  
قبل  0.22غرام/لتر من  0.005اذ انخفض تركيز الصبغة   Transmitionو نفاذية الضوء خلال الصبغة 

 .Bساعـة معاملـــة باستخـــدام بكتيريـــــــا  24خــلال  0.04و  0.175, 0.096المعاملة بالبكتـيريا الى 
laterosporus  وL. hyaline  وA. chroococcum  على التوالي فيما زادت نفاذية الضوء خلال الصبغة من

كذلك اظهرت الصبغة بتركيز  ، % لنفس التركيز على التوالي98.7و  69.6, 88.2% قبل المعاملة الى 53.6
 ،0.147الى  0.325غرام/لتر انخفاضا واضحا ولنفس فترة المعاملة اذ انخفضت الامتصاصية من  0.01

وزيادة نفاذية  A. chroococcumو  L. hyalineو  B. laterosporusبفعل بكتيريا  0.095 ، 0.274
 0.03فيما انخفض تركيز الصبغة  ، % على التوالي90.2و  60.5, 71.6% الى 45.3الضوء خلال الصبغة من 

% الى 36.5لمنتخبة وزيادة النفاذية من بفعل البكتيريا ا 0.208 ، 0.409 ، 0.244الى  0.454غرام/لتر من 
 % على التوالي وبنفس فترة المعاملة.68.2 ، 48.4 ،52.5

 ساعة معاملة بالبكتيريا 24غم/لتر  قبل المعاملة وبعد  0.005امتصاصية ونفاذية الصبغة الزرقاء بالتركيز  :)1جدول (
الامتصاصية  البكتيريا ت

 قبل المعاملة
الامتصاصية بعد 

 معاملة ساعة 24
النفاذية قبل 

 المعاملة
 24النفاذية بعد 

 ساعة معاملة
1 Bacillus laterosporus 0.22 0.096 53.6 88.2 
2 Lampropedia hyaline 0.22 0.175 53.6 69.6 
3 Azotobacter chroococcum 0.22 0.04 53.6 98.7 

 
 ساعة معاملة بالبكتيريا 24غرام/لتر  قبل المعاملة وبعد  0.01امتصاصية ونفاذية الصبغة الزرقاء بالتركيز  :)2جدول (

الامتصاصية قبل  البكتيريا ت
 المعاملة

الامتصاصية بعد 
 ساعة معاملة 24

النفاذية قبل 
 المعاملة

ساعة  24النفاذية بعد 
 معاملة

1 Bacillus laterosporus 0.325 0.147 45.3 71.6 
2 Lampropedia hyaline 0.325 0.274 45.3 56.5 
3 Azotobacter chroococcum 0.325 0.095 45.3 90.2 

 
 ساعة معاملة بالبكتيريا 24غم/لتر  قبل المعاملة وبعد  0.03امتصاصية ونفاذية الصبغة الزرقاء بالتركيز  :)3جدول (

الامتصاصية  البكتيريا ت
 قبل المعاملة

الامتصاصية بعد 
 ساعة معاملة 24

النفاذية قبل 
 المعاملة

ساعة  24النفاذية بعد 
 معاملة

1 Bacillus laterosporus 0.454 0.244 36.5 52.5 
2 Lampropedia hyaline 0.454 0.409 36.5 47.4 
3 Azotobacter chroococcum 0.454 0.208 36.5 68.2 

 
و  0.01, 0.005) العلاقة بين زيادة كثافة النمو البكتيري ونسبة خفض الصبغة للتراكيز 3-1توضح الاشكال (

خلية/مل  3500% لكثافة النمو 20غرام/لتر هي  0.005غرام/لتر اذ كانت نسبة خفض الصبغة بالتركيز  0.03
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وكانت نسبة  Lampropediaبكتيريا % فقط ل5فيما كانت  Azotobacter% لبكتيريا 50و  Bacillusلبكتيريا 
على التوالي و  Azotobacterو  Bacillus% لبكتيريا  )30 ، 20(غرام/لتر هي  0.01الخفض للتركيز 

% للبكتيريا على التوالي فيما )2 ، 20 ،15(غرام/لتر كانت  0.03ولتركيز  ، Lampropedia% لبكتيريا 2.5
مل) اذ كانت نسبة الخفض 5خلية/ 17500العالق البكتيري ( مليلتر من 5ازداد تحطيم الصبغة عند اضافة 

 Lampropediaو  Azotobacterو  Bacillus% لبكتيريا  )10، 60 ،35(غرام/لتر هي 0.005للتركيز 
غرام/لتر  0.03% للبكتيريا على التوالي وللتركيز  )7 ،30،50( غم/لتر كانت 0.01على التوالي وللتركيز 

وازداد تحطيم الصبغة بنسب كبيرة عند زيادة العالق  ، % على التوالي)4، 30 ،25(كانت نسبة الخفض 
 % للتراكيز )50 ،80،70(مل) اذ بلغت نسبة تحطيم الصبغة10خلية/ 175000مليلتر ( 10البكتيري وبحجم 

% )60،50،40( Bacillusو لبكتيريا  Azotobacterغرام/لتر باستخدام بكتيريا  )0.03، 0.01 ،0.005(
 .   % للتراكيز على التوالي)Lampropedia)20، 15 ، 9للتراكيز على التوالي فيما كانت لبكتيريا 

 

 
 بكثافة نمو مختلفة Bacillusباستخدام بكتيريا  Direct blueنسبة خفض صبغة  :)1شكل (

 

 
 بكثافة نمو مختلفة Lampropediaباستخدام بكتيريا  Direct blueنسبة خفض صبغة  :)2شكل (

 

 
 بكثافة نمو مختلفة Azotobacterباستخدام بكتيريا  Direct blueنسبة خفض صبغة  :)3شكل (

 

 )0.03 ،0.01 ،0.005على تحطيم الصبغة للتراكيز  A. chroococcumأظهرت النتائج القدرة العالية لبكتيريا 
 nitrateو  Nitrogenaseقدرة على افراز انزيمي ال غم/لتر ويرجع السبب الى فاعليتها الانزيمية اذ لها

reductase وتحويلها الى مركبات ابسط للاستفادة  اللذان يعملان على تحطيم البروتينات ومركبات النتروجين
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الذي يعمل على  Hydrogenase] كذلك تقوم هذه البكتيريا بانتاج انزيم 15،16[ منها في عمليات النمو والتكاثر
 direct blueومن ملاحظة التركيب الكيميائي لصبغة  ، ]17الكبريت والمواد الهيدروكاربونية [اكسدة مركبات 

)CR32RHR20RNR6RNaR4RO R14RSR4Rواظهرت  ، ) نجد تواجد عنصر الكبريت والنتروجين كذلك الكاربون والهيدروجين
] اثبت قدرة بكتيريا 18قدرة على تحطيم تراكيز الصبغة الزرقاء ففي دراسة [ B. laterosporus بكتيريا 

Bacillus  على انتاج انزيمhydrogenase  الذي يعمل على تحطيم المواد الهيدروكاربونية كذلك ان لهذه
اد اللذان يعملان على تحطيم الكثير من المو Proteaseو  Catalaseالبكتيريا القدرة على افراز انزيمي 

كفاءة اقل لخفض تراكيز الصبغة  L. hyalineفيما اظهرت بكتيريا  ، ]19الهيدروكاربونية والملوثات اللونية [
لكن لها  hydrogenaseوقد يرجع السبب لعدم كفاءتها الانزيمية اذ ان هذه البكتيريا غير قادرة على افراز انزيم 

] اذ 21. توافقت النتائج مع دراسة [ ]20المحطم للكثير من المواد العضوية [ Proteaseالقدرة على انتاج انزيم 
على تحطيم الصبغات العضوية المستخدمة في الصناعات  Bacillusو   A. chroococcumبين قدرة بكتيريا   

] 22[كذلك بين  ، ذات التاثيرات السامة والمسرطنة ومنها الصبغات الزرقاء Azo Dyesالنسيجية وبالاخص 
 و  Orange IIعلى تحطيم صبغتي  hydrogenaseفي دراستهما كفاءة البكتيريا ذات الفاعلية لانتاج انزيم 

Direct Blue  اذ اثبتو في دراستهم قدرة بكتيريا 23وتوافقت النتائج مع [ ، %)70-50(وبنسبة [Bacillus 
 . ساعة معاملة 16% خلال 65وبنسبة  Direct Blueعلى تحطيم صبغة 

اظهرت النتائج ان زيادة كثافة النمو البكتيري له دور فاعل في تسريع عملية تحطيم الصبغة وذلك لزيادة التدفق 
الانزيمي بفعل البكتيريا وتحليل الصبغة والاستفادة منها بعمليات النمو والتكاثر من قبل البكتيريا وقد استخدم 

لمغذيات لزيادة كفاءة البكتيريا في عملية تحطيم الوسط الملحي في تحضير تراكيز الصبغة لاضافة بعض ا
] ان عملية ازالة الاصباغ تكون اكثر كفاءة في حالة تواجد الاملاح المغذية حيث تصل نسبة 24الصبغة اذ اثبت [

وقد ازيل المصدر الكاربوني المتمثل بسكر الكلوكوز من الوسط الملحي  ، % 97كفاءة ازالة تراكيز الصبغة الى 
] في دراستهم على مجموعة من 25بكتيريا تعتمد على الصبغة كمصدر كاربوني وقد توافقت النتائج مع [لجعل ال

اذ اثبتو قدرة هذه الاجناس البكتيرية  Pseudomonasو  Azotobacterو  Bacillusالعزلات البكتيرية منها 
ل انزيماتها المحللة كمصدر كاربوني وتحطيم الصبغة بفع Azo dyesعلى استغلال الصبغات النسيجية 

 . والاستفادة منها في عمليات النمو والتكاثر
غم/لتر اذ  0.03يلاحظ من النتائج ان كفاءة البكتيريا لخفض تراكيز الصبغة تقل بزيادة التركيز وخاصة للتركيز  

يريا من تحطيم ساعة حتى تتمكن البكت 24يعتبر من التراكيز العالية جدا والتي تحتاج الى فترة معالجة اكثر من 
و  0.005قدرة على تحطيم تراكيز الصبغة للتركيزين  Bacillusو  Azotobacterالصبغة فيما اثبتت بكتيريا 

] ان ناتج الصبغة والمتخلف من عمليات الصناعات 26ساعة وقد بين [ 24غرام/لتر بنسب عالية خلال  0.01
] في 27غرام/لتر وبصورة متفاوتة حسب انتاجية المصنع و بين [ 0.025-0.004النسيجية كان تركيزها يتراوح 

غم/لتر في  0.02ريا الهوائية تكون ذات فاعلية كبيرة لتحطيم الصبغات ذات التراكيز اقل من دراستهم ان البكتي
غرام/لتر اقل فاعلية وتحتاج الى  0.025ساعة فيما يكون تحطيمها للتراكيز العالية اكثر من  24-18زمن معالجة 
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