
 

		  

اثر رنگ کریستال ویولت بر تخمیر شکمبه‌ای 
in vitro در شرایط

bb

چكيد‌ه 

کریستال ویولت از جمله آلاینده‌های آبی محسوب می‌شود، بنابراین پژوهشی با هدف بررسی اثر افزودن رنگ کریستال ویولت )صفر، 
3، 6 و 9 پی‌پی‌ام( با سطوح مختلف بنتونیت سدیم یا خاکستر پوست خربزه )صفر، 4 و 8 میلی‌گرم به‌عنوان جاذب( به محیط کشت 
تهیه شده از مایع شکمبه گوسفند در قالب طرح فاکتوریل 3×2×4 انجام شد. کارآیی هر یک از جاذب‌های فوق )صفر، 4 و 8 میلی‌گرم( 
در حذف کریستال ویولت اضافه شده به آب )صفر، 3، 6 و 9 پی‌پی‌ام( در زمان‌های 3 و 24 ساعت انکوباسیون، نیز ارزیابی شد. هر دو 
جاذب فوق )به‌ویژه بنتونیت سدیم( منجر به حذف کارآمد رنگ از آب شدند. افزودن رنگ تا سطح 6 پی‌پی‌ام به محیط کشت، باعث 
کاهش معنی‌دار تولید تجمعی گاز در زمان‌های 12 و 24 ساعت انکوباسیون، پتانسیل تولید گاز، میزان کل اسیدهای چرب فرار، نیتروژن 
آمونیاکی و نیز کلیه پارامترهای تخمیری برآورده شده از تولید گاز شامل تولید پروتئین میکروبی، قابلیت هضم ماده آلی، انرژی خالص 
شیردهی و انرژی قابل متابولیسم در مقایسه با تیمار شاهد شد )P>0/0001(. مقدار pH محیط کشت تحت تأثیر تیمارهای آزمایشی 
قرار نگرفت. با افزودن هر یک از جاذب‌ها )به‌ویژه سطح 4 درصد(، کلیه پارامترهای تولید گاز و فراسنجه‌های برآورد شده از تولید گاز، 
کاهش معنی‌داری را نشان دادند )P>0/0001(. نتایج کلی نشان داد کاربرد کریستال ویولت حتی در سطوح پایین، اثر منفی بر فعالیت‌های 
تخمیری میکروارگانیسم‌های محیط کشت دارد. اگرچه که هر دو جاذب‌ منجر به حذف کارآمد رنگ از آب شدند، ولی نتوانستند از اثرات 

منفی آن بر محیط کشت بکاهند.
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Crystal Violet is considered as a source of water pollution, therefore, An experiment was carried out to determine the 
effect of adding crystal violet (0, 3, 6, and 9 ppm) with different levels of sodium bentonite or melon peel ash (0, 4, and 
8 mg as adsorbent) to a culture medium prepared from rumen fluid of sheep in a 4×2×3 factorial design. The effect of 
two adsorbents (0, 4, and 8 mg) on the removal of the violet crystal added to water (0, 3, 6, and 9 ppm) at 3 and 24 h in-
cubation was also evaluated. The effective removal of dye was observed for above adsorbents (especially sodium ben-
tonite). The gas production at 12 and 24 h, potential gas production as well as TVFA, NH3-N and all the fermentation 
parameters estimated from gas production including microbial protein yield, organic matter digestibility, net energy for 
lactation (NEl) and metabolism energy (ME) was decreased compared to control when the dye was added to media at 
6 ppm (p<0.0001). The culture medium pH was not affected by the experimental treatments. By adding adsorbents (es-
pecially at 4%), most of gas production parameters and estimated parameters from gas production showed a significant 
decrease (p<0.0001). The overall results showed that the use of crystal violet even at low levels has a negative effect 
on fermentation activities of microorganisms in the media. Although two adsorbents led to a dye significant decrease 
in water, however they could not reduce the negative effects of dye in the media.
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مقدمه
یکی از مهم‌ترین آلوده‌کننده‌‌های منابع آبی، رنگ‌های ناشی از فاضلاب 
صنایع مختلف اعم از رنگرزی، نساجی، داروسازی و غیره می‌باشند که 
در برخی از موارد پساب حاصل از این صنایع با غلظت‌های مختلف به 
و محیط زیست  انسان  برای  متعاقباً  و  ریخته شده  آب‌های رودخانه‌ای 
مخاطراتی را ایجاد خواهند نمود. از سال 1856 بالغ بر 105 نوع رنگ با 
ساختار مولکولی متفاوت تولید و به بازار عرضه شده است )2(. رنگ‌ها 
باعث ممانعت از انتقال کامل نور به داخل آب شده و باعث کاهش عمل 
فتوسنتز و کاهش اکسیژن محلول در آب می‌شوند. همچنین اکثر رنگ‌های 
مصرفی در صنایع نساجی، منشأ آلی داشته که می‌توانند سمی و سرطان‌زا 
کاتیونی  سنتتیک  رنگ‌های  از  یکی  به‌عنوان  ویولت  کریستال   .)2( باشد 
متعلق به گروه تري‌فنیل‌متان به‌شمار می‌رود که باعث ایجاد رنگ بنفش 
در محلول‌های آبی شده و به آسانی وارد غشای سلولی دارای بار منفی 
رنگ  یک  به‌عنوان  همچنین  و  نساجی، جوهرسازی  صنایع  در  می‌شود. 
بیولوژیکی در رنگ‌آمیزی گرم مورد استفاده قرار می‌گیرد )2(. در صنایع 

دامپروری هم به‌عنوان یک عامل باکتریواستاتیک بکار برده می‌شود. این 
رنگ غیرقابل تجزیه بیولوژیکی و پایدار در محیط است و باعث سرطان، 
و  زردی  سیانوزیس،  استفراغ،  چشم،  شدید  سوزش  قلبی،  تپش  افزایش 
نکروز بافت در انسان می‌شود. هنوز اطلاعات دقیقی در خصوص اثر این 
از طرفی  رنگ‌ها بر سلامت دام‌های نشخوارکننده گزارش نشده است، 
که  بوده  رنگ‌ها، شکمبه  نوع  این  با  مواجهه  در  بدن  دفاعی  اولین سد 
به احتمال زیاد اولین موجودات زنده‌ای که متأثر از این رنگ‌ها خواهند 
شد، نیز میکروارگانیسم‌های مستقر در محیط شکمبه می‌باشند، از طرفی 
میکروبی  بر جمعیت  ویولت  کریستال  رنگ  تأثیر  در خصوص  اطلاعات 
از آنها در محیط شکمبه وجود ندارد ولی  و پارامترهای تخمیری ناشی 
عنوان شده که رنگ‌زدایی اغلب رنگ‌ها با دو روش جذب توسط توده 
میکروبی و یا تجزیه رنگ با کمک سلول‌های زنده اتفاق می‌افتد )30(. در 
تجزیه بیولوژیکی )ورود رنگ به ساختمان اصلی توده میکروبی( ساختار 
میکروارگانیسم‌ها،  توسط  زیستی  تجزیه  در  اما  شده  حفظ  رنگ  اصلی 
دی‌اکسید  تولید  موارد  اغلب  در  و  شده  شکسته  رنگ  اصلی  ساختار 
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کربن، آب و برخی از نمک‌های با منشأ غیر آلی می‌نمایند )2( و به‌نظر 
می‌رسد تجزیه بیولوژیکی به‌دلیل تجزیه نکردن ساختمان اصلی رنگ از 
اهمیت کمتری در مقایسه با تجزیه زیستی برای محیط زیست برخوردار 
مخمرها  قارچ‌ها،  باکتری‌ها،  از  اعم  مختلفی  میکروارگانیسم‌های  باشد. 
ترکیبات  به  آن‌ها  تبدیل  و  رنگ‌ها  زیستی  تجزیه  به  قادر  جلبک‌ها  و 
این میکروارگانیسم‌ها،  بی‌خطرتر بوده هر چند که خاصیت رنگ‌زدایی 
بستگی به سازگاری و فعالیت میکروارگانیسم‌های منتخب خواهد داشت 
)2(. یکی از راهکارهای کاهش رنگ موجود در آب‌های سطحی، استفاده 
از انواع مختلفی از جاذب‌ها می‌باشد )2(. از بین تمامی روش‌های مؤثر در 
حذف رنگ، جذب سطحی و استفاده از جاذب‌های ارزان قیمتی همچون 
مواد زاید کشاورزی از قبیل کاه برنج و گندم، پوسته برنج، پوسته بادام، 
پوست موز، کلزا و ساقه آفتابگردان به‌عنوان متداول‌ترین روش، مطرح 
می‌باشد )2، 19، 27(. مواد زاید کشاورزی شامل لیگنین، سلولز با گروه‌های 
عهده  بر  رنگ  با  شدن  ترکیب  برای  را  مهمی  نقش  که  بوده  پلی‌فنیک 
دارند. در مطالعه‌ای افزودن کربن فعال تهیه شده از پوسته برنج، منجر 
به کاهش چشم‌گیر رنگ کریستال ویولت اضافه شده به آب شد )19(. از 
زغال فعال به‌دلیل دارا بودن سطح گسترده، تخلخل زیاد، ظرفیت بالا در 
جذب سطحی و واکنش‌پذیری سطحی بالای آن، برای حذف رنگ استفاده 
تهیه زغال فعال )مثل مرک و..(  می‌شود )19(. در برخی موارد، هزینه 
زیاد بوده، از این‌رو استفاده از مواد جاذب ارزان‌قیمت و کارآمد، منطقی 
به‌نظر می‌رسد. گزارش شده که از خاکستر زغال سنگ، چوب، سیلیکاژل، 
ضایعات کشاورزی، سویای روغن‌گیری شده، گل قرمز، خاکستر باگاس و 
است  شده  استفاده  رنگ‌ها  از  مختلفی  انواع  برای حذف  پنبه  ضایعات 
)19(. خربزه یکی از گیاهان پرکشت در ایران بوده که میوه آن پس از 
مصرف دارای ضایعاتی بوده که می‌توان از این ضایعات در جهت تهیه و 
تولید زغال و یا خاکستر فعال‌ استفاده نمود. بنتونیت نیز از جمله ترکیبات 
آلومینوسیلیکاتی مؤثر در جذب بسیاری از سموم و رنگ‌ها بوده که در 
صنعت دامپروری نیز امروزه به‌وفور از آن استفاده می‌شود )14،12(. با 
توجه به محتمل بودن مصرف منابع آبی آلوده به رنگ کریستال ویولت 
توسط دام‌های نشخوارکننده، این آزمایش با هدف بررسی اثر استفاده از 
رنگ کریستال ویولت بر تخمیر شکمبه‌ای در شرایط in vitro انجام شد، 
تهیه  خاکستر  شامل  ارزان‌قیمت  جاذب  دو  از  استفاده  کارآیی  همچنین 
شده از پوست خربزه یا بنتونیت سدیم در حذف رنگ کریستال ویولت 

نیز مورد ارزیابی قرار گرفت.

جاذب‌ها و رنگ شیمیایی
شرکت  از   )C₂₅H₃₀ClN₃( ملکولی  فرمول  با  ویولت  کریستال  رنگ 
بنتوفید(  تجاری  نام  )با  سدیم  بنتونیت  نمونه‌های  شد.  تهیه  آلمان  مرک 
از گروه ویوان تهیه شد. برای فرآوری اولیه، نمونه‌ی‌ بنتونیت تهیه شده 
با استفاده  ادامه  با آب مقطر دوبار تقطیر شستشو و در  چندین مرتبه 
از روی کاغذ صافی  از جمع‌آوری  از کاغذ صافی معمولی، صاف و پس 
درجه   60 دمای  با  بن‌ماری  به  بلافاصله  و  انتقال  چینی  کروزه  به‌درون 
سانتی‌گراد به مدت 48 ساعت تا خشک شدن کامل، انتقال گردید. مزارعی 
از کشت خربزه در سطح تربت‌جام به‌صورت تصادفی انتخاب شد و از 
چندین نقطه این مزارع، میوه‌ی خربزه )رقم خاتون( به‌صورت تصادفی 

جمع‌آوری شد و بلافاصله به آزمایشگاه مرکزی انتقال داده شد. پس از 
تفکیک بخش‌های مختلف میوه خربزه، پوست آن‌ها به‌طور کامل از بخش 
گوشتی میوه جدا و به قطعات کوچکتر ریز و جهت خشک شدن کامل 
آن‌ها به آون با دمای 60 درجه سانتی‌گراد به مدت 48 ساعت انتقال داده 
شد. سپس نمونه‌های پوست خربزه به‌داخل ظرف مخصوص فلزی ریخته و 
پس از بسته شدن درب ظرف به‌طور کامل، بلافاصله به کوره با دمای 550 
انتقال داده شد. نمونه‌های خاکستر  درجه سانتی‌گراد به مدت 4 ساعت 
پس از خروج از کوره و سرد شدن، به‌داخل ظرف مخصوص انتقال داده 

شد و تا زمان انجام آزمایشات بعدی ذخیره گردید. 

اندازه‌گیری قابلیت حذف رنگ توسط جاذب‌ها
و تکنیک تولید گاز

از سه سطح رنگ کریستال ویولت )صفر، 3 و 6 و 9 پی‌پی‌ام( همراه با 
دو نوع جاذب )هر کدام در سه سطح صفر، 2 و 4 درصد ماده خشک نمونه 
انکوبه شده در محیط کشت: معادل صفر، 4 و 8 میلی‌گرم( برای برآورد 
قابلیت حذف رنگ توسط جاذب‌ها استفاده شد. غلظت‌های مورد نظر از 
یک محلول ما‌در )با غلظت 100 پی‌پی‌ام( تهیه شد. مقدار 10 میلی‌لیتر از 
محلول‌های رنگی دارای کریستال ویولت با غلظت 3، 6 و 9 پی‌پی‌ام در 
داخل لوله‌های آزمایشگاهی مخصوصی که از قبل در آن‌ها بنتونیت سدیم 
)صفر، 4 و 8 میلی‌گرم( و یا خاکستر پوست خربزه  تهیه شده از پوست 
چند  از  بعد  و  اضافه  بود،  شده  ریخته  میلی‌گرم(   8 و   4 )صفر،  خربزه 
تکان معمولی، بلافاصله به بن‌ماری با درجه حرارت 39 درجه سانتی‌گراد 
)مشابه آزمون تولید گاز( برای زمان‌های انکوباسیون 3 و 24 ساعت انتقال 
داده شد. زمان‌های انکوباسیون فوق در دامنه زمان‌های انکوباسیون برای 
محیط کشت تهیه شده از مایع شکمبه در نظر گرفته شد. برای هر تیمار 
لوله‌های  انکوباسیون،  دوره  از ‌پایان  پس  گرفته شد.  نظر  در  تکرار  پنج 
آزمایشی از بن‌ماری خارج و با دور 4000 به مدت ده دقیقه سانتریفیوژ 
شده و در نهایت میزان جذب هر یک از آن‌ها در طول موج 594 نانومتر 
توسط دستگاه اسپکتروفتومتری )Photonix-Ar-2017( قرائت شد )18(. در 
روش تولید گاز، کریستال ویولت نیز به‌عنوان منبع آلاینده‌ی سنتتیکی در 
سه سطح )0، 3، 6 و 9 پی‌پی‌ام( همراه با بنتونیت سدیم شسته شده و یا 
خاکستر تهیه شده از پوست خربزه هر کدام در سه سطح )0، 2 و 4 درصد 
میلی‌گرم(   8 و   4 معادل صفر،  محیط کشت  خوراکی  نمونه  ماده‌خشک 
شده  تهیه  غلظت‌های  گردید.  اضافه  آزمایشگاهی  محیط کشت  یک  به 
برای محیط کشت 30  پی‌پی‌ام(   9 یا  و   6  ،3 کریستال ویولت )صفر،  از 
میلی‌لیتری در نظر گرفته شده بود. مایع شکمبه جهت تهیه محیط کشت 
از سه رأس گوسفند نر مغانی که به‌مدت سه ماه با یک جیره‌ی )22( شامل 
یونجه و کنسانتره )نسبت 30 به 70( تغذیه می‌شدند و کنسانتره آن‌ها 
دارای 2/94 مگاکالری انرژی قابل متابلیسم در هر کیلوگرم ماده خشک و 
14 درصد پروتئین‌خام بود، بلافاصله بعد از کشتار این حیوانات )میانگین 
وزن 4/5±45( و از شکمبه آن‌ها گرفته شد. مایع شکمبه گرفته شده با 
پارچه متقال چهار لایه صاف و در  فلاکس مخصوص ریخته و بلافاصله به 
آزمایشگاه مرکزی مجتمع آموزش عالی تربت جام انتقال داده شد. مقدار 
200 میلی‌گرم از یونجه خشک رقم همدانی )به‌عنوان تنها ماده خوراکی( 
با حجم 120  با مش یک میلیمتری، در داخل شیشه‌های  و آسیاب شده 
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میلی‌لیتر ریخته شد و سپس غلظت )صفر، 3، 6 و 9 پی‌پی‌ام( مشخصی 
از رنگ کریستال ویولت )تهیه شده از محلول مادر( همراه با جاذب‌های 
مقدار  به  کدام  هر  خربزه   پوست  خاکستر  و  سدیم  )بنتونیت  مختلف 
صفر، 4 و 8 میلی‌گرم( در داخل شیشه‌ها ریخته شد و پس از افزودن مایع 
شکمبه و بزاق مصنوعی )به‌ترتیب با نسبت یک به دو: 10 میلی‌لیتر مایع 
با استفاده از  شکمبه+20 میلی‌لیتر بزاق مصنوعی( بلافاصله درب آن‌ها 
درپوش‌های لاستیکی و کپ‌های آلومینیومی به‌کمک ابزار کریمپر پلمپ 
شده و به بن‌ماری با دمای 39 درجه سانتی‌گراد انتقال و در زمان‌های 3، 
6، 9، 12، 24، 48، 72 و 96 ساعت انکوبه شدند. در محیط کشت برای هر 
تیمار پنج تکرار در نظر گرفته شد. مقدار فشار گاز در زمان‌های فوق به 
 )Env Company, Helsinki, Finland, PTB330( کمک فشارسنج دیجیتالی
ثبت گردید و همزمان میزان حجم گاز تولید شده اندازه‌گیری و ثبت شد 
)28(. محلول محیط کشت بر اساس دستورالعمل منک و استینگاس )17( 
تهیه شد. از یک محیط کشت مشابه آزمون تولید گاز جهت تعیین میزان 
pH و نیتروژن آمونیاکی در زمان 24  ،)TVFA( کل اسیدهای چرب فرار
ساعت انکوباسیون استفاده شد. برای جلوگیری از تجمع گاز، گاز درون 
اثر  تا  تخلیه شد  متناوباً  توسط سرسرنگ مخصوص  از شیشه‌ها  هر یک 
منفی بر فعالیت‌های تخمیری میکروارگانیسم‌های محیط کشت نگذارد. 
میزان کل اسیدهای چرب فرار با دستگاه مارخام و به‌روش بارنت و رئید 
)6( اندازه‌گیری شد. مقدار نیتروژن آمونیاکی محیط کشت نیز بر اساس 
روش کجلدال اندازه‌گیری شد )16(. میزان pH محیط کشت بعد از 24 
از  بعد  بلافاصله   )Metrohm, 691( متر pH با کمک  انکوباسیون،  ساعت 

باز کردن درب شیشه‌ها و صاف کردن آن‌ها با پارچه متقال چهار لایه، 
اندازه‌گیری شد.

تخمین‌ها و آنالیز آماری داده‌ها 
رنگ  حذف  درصد   R %=]C0-Ct/C0[×100 معادله  به  توجه  با 
کریستال ویولت )R( محاسبه شد که در این معادله C0 و Ct به‌ترتیب 
نمودارهای   .)20( می‌باشند  جذب(  از  )پس  رنگ  نهایی  و  اولیه  غلظت 
به‌کمک  جاذب‌ها  حضور  در  ویولت  کریستال  رنگ  حذف  به  مربوط 
نرم‌افزار Excel )2007( تهیه شد.  آنالیز داده‌های تولید گاز نیز بر اساس 
برابر حجم   P این معادله،  انجام شد )23( که در   P=b )1 - e-ct( معادله 
قابل  ولی  نامحلول  بخش  از  گاز  تولید  برابر   b ،t زمان  در  تولیدی  گاز 
تخمیر پس از 96 ساعت انکوباسیون )میلی‌لیتر به ازای 200 میلی‌گرم ماده 
 t میلی‌لیتر در ساعت( و( b برابر با ثابت نرخ تولید گاز برای c ،)خشک
 ،)NEl( می‌باشد. انرژی خالص شیردهی )معادل زمان انکوباسیون )ساعت
قابلیت هضم ماده‌ی آلی )OMD( و انرژی قابل متابولیسم )ME( بر اساس 

معادلات منک و استینگاس )17( برآورد شدند:

NEl (MJ/kg DM) = 0/08+0/1101GP+0/0022 XP+ 0/0161XL

که در معادله بالا، GP معادل حجم گاز تجمعی تولید شده در زمان 
و   XP و  بوده  انکوبه  نمونه  میلی‌گرم   200 برای  انکوباسیون  ساعت   24

شکل1- روند حذف رنگ کریستال ویولت اضافه شده به آب توسط خاکستر پوست خربزه و بنتونیت سدیم در زمان 3 ساعت انکوباسیون

اثر رنگ کریستال ویولت بر تخمیر شکمبه‌ای در  ...
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XL به‌ترتیب معادل درصد پروتئین‌خام و درصد چربی‌خام یونجه خشک 
انکوبه شده در محیط کشت بود.

OMD (%) = 33/71+0/7464GP

که در معادله بالا، GP معادل حجم گاز تجمعی تولیدشده در زمان 
24 ساعت انکوباسیون برای 200 میلی‌گرم نمونه انکوبه بود.

ME (MJ/kg DM) =2/04+0/1448GP+0/0036 XP+ 0/0243XL

که در معادله فوق، GP معادل حجم تجمعی گاز تا زمان 24 ساعت 
انکوباسیون برای 200 میلی‌گرم نمونه بوده و XP و XL به‌ترتیب معادل 
درصد پروتئین‌خام و درصد چربی‌‌خام نمونه انکوبه شده در محیط کشت 

می‌باشند.
بازده تولید پروتئین میکروبی به‌صورت 19/3 گرم نیتروژن میکروبی 
به ازای هر کیلوگرم ماده‌ی آلی قابل تخمیر، گزارش گردید )10(. همچنین 
از یک آزمایش فاکتوریل3×2×4 )عامل اول چهار سطح کریستال ویولت، 
عامل دوم دو نوع جاذب شامل خاکستر پوست خربزه و بنتونیت سدیم 
و عامل سوم سه سطح جاذب( با طرح پایه کاملًا تصادفی استفاده گردید 
Yijk=μ+Ai+Bj+ABij+Ck+ACi شامل  طرح  آماری  مدل  به‌طوری‌که 
 =μ مشاهده،  هر  مقدار   =Yijk آن  در  که  بود   k+BCjk+ABCijk+εijk
می‌انگين کل، Ai= اثر سطوح رنگ کریستال ویولت،  Bj= اثر نوع جاذب، 

)AB)ij= اثر متقابل سطوح رنگ و نوع جاذب، Ck= اثر سطوح جاذب، 
 =BCjk ،اثر متقابل سطوح رنگ کریستال ویولت و سطوح جاذب =ACik
اثر متقابل نوع جاذب و سطوح جاذب، ABCijk= اثر متقابل بین سطوح 
εijk معادل  رنگ کریستال ویولت، نوع جاذب و سطوح جاذب بوده و 
خطای آزمايشی بود. اختلاف آماری بین تیمارها با آزمون چند دامنه‌ای 
دانکن در سطح 5 درصد و با استفاده از نرم افزار SAS نسخه 9/1 تعیین 

شد.

نتايج
نتایج قدرت حذف رنگ به‌کمک جاذب‌ها

روند حذف رنگ کریستال ویولت اضافه شده به آب توسط خاکستر 
پوست خربزه و بنتونیت سدیم در زمان 3 ساعت انکوباسیون در شکل 1 
نشان داده شده است. هر دو جاذب شامل خاکستر تهیه شده از پوست 
در  بودند.  دارا  آب  از  را  رنگ  قابلیت حذف  سدیم،  بنتونیت  و  خربزه 
غلظت‌های پایین رنگ )سطح 3 پی‌پی‌ام(، اختلاف معنی‌داری بین سطوح 
مختلف دو جاذب )2 و 4 درصد( برای حذف رنگ مشاهده نشد، هر چند 
با بالا رفتن غلظت رنگ در آب به‌ویژه در سطح 9 پی‌پی‌ام، کارایی  که 
بنتونیت سدیم در حذف رنگ کریستال ویولت نسبت به خاکستر پوست 
خربزه  بیشتر بود. کمترین درصد حذف رنگ در سطح 6 پی‌پی‌ام، مربوط 

به سطح دو درصد خاکستر تهیه شده از پوست خربزه بود.
همچنین روند حذف رنگ کریستال ویولت اضافه شده به آب توسط 
خاکستر پوست خربزه و بنتونیت سدیم در زمان 24 ساعت انکوباسیون 

شکل2- روند حذف رنگ کریستال ویولت اضافه شده به آب توسط خاکستر پوست خربزه و بنتونیت سدیم در زمان 24 ساعت انکوباسیون
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سطح کریستال ویولت1
)ppm(

سطح جاذب2نوع جاذب
تولید تجمعی گاز 

)ml/12h(
تولید تجمعی گاز 

)ml/24h(
پتانسیل تولیدگاز

)ml/96h(
ثابت نرخ تولید گاز

)h-۱(

a50/50a73/10a0/057 abc 037/64بنتونیت سدیم0

a49/25ab68/35 b0/064 ab 237/39بنتونیت سدیم0

bc46/93bc68/81 b0/055 abcd 434/41بنتونیت سدیم0

a50/50a73/10a0/057 abc 37/64 0خاکستر پوست خربزه0

ab47/54 abc68/80 b0/055 abcd 235/16خاکستر پوست خربزه0

c44/72 c64/34c0/053 abcd 431/94خاکستر پوست خربزه0

d19/56 d26/05 d0/067 a 014/07بنتونیت سدیم3

ef 14/86 ef22/48 de0/047 bcdef 29/19بنتونیت سدیم3

efg14/07 ef22/14 de0/038 defg 48/40بنتونیت سدیم3

d۱۹/۵۶ d26/05 d0/067 a 014/07خاکستر پوست خربزه3

e15/80 e22/48 de0/059 abc 29/76خاکستر پوست خربزه3

efg14/33 ef21/23 ef0/050 abcde 48/29خاکستر پوست خربزه3

efgh11/93 fg16/98 fgh0/061 abc 07/4بنتونیت سدیم6

fghi10/90 gh17/58 fgh0/044 cdef 26/81بنتونیت سدیم6

ghij9/65 gh16/45 gh0/042 cdef 6/19 4بنتونیت سدیم6

efgh11/93 fg16/98 fgh0/061 abc 7/40 0خاکستر پوست خربزه6

hijk9/52 gh17/58 fgh0/035 efgh 5/25 2خاکستر پوست خربزه6

ijk9/60 gh16/16 gh0/029 fgh 4/38 4خاکستر پوست خربزه6

ijk 9/56 gh18/58 efgh0/034 efgh 4/25 0بنتونیت سدیم9

jk9/36 gh18/81 efgh0/02 gh 3/54 2بنتونیت سدیم9

k8/43 h19/49 efg0/017 h 2/63 4بنتونیت سدیم9

ادامه در صفحه بعد

جدول 1-تأثیر سطوح مختلف رنگ کریستال ویولت همراه با سطوح مختلف بنتونیت سدیم یا خاکستر پوست خربزه  بر برخی پارامترهای تخمیری تولید گاز در محیط کشت

اثر رنگ کریستال ویولت بر تخمیر شکمبه‌ای در  ...
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ادامه جدول 1-

.)P >0/0۵( میانگین‌های هر ستون با حروف غیرمشترک دارای اختلاف معنی‌دار می باشند

1سطح رنگ کریستال ویولت مصرفی در محیط کشت شامل صفر، 3، 6 و 9 پی‌پی‌ام بود. 2سطح جاذب مورد استفاده در محیط کشت معادل صفر، 2 و 4 درصد ماده خشک نمونه انکوبه شده 

)یونجه( در محیط کشت )یا معادل صفر، 4 و 8 میلی‌گرم( بود. 

سطح کریستال ویولت1
)ppm(

سطح جاذب2نوع جاذب
تولید تجمعی 
)ml/12h(

تولید تجمعی گاز 
)ml/24h(

پتانسیل تولیدگاز
)ml/96h(

ثابت نرخ تولید گاز
)h-۱(

4/25ijk9/56gh18/52efgh0/034efgh 0خاکستر پوست خربزه9

3/74jk 9/74gh16/03gh0/029fgh 2خاکستر پوست خربزه9

4/36ijk ۸/۳۲h14/88h0/028fgh 4خاکستر پوست خربزه9

SEM0/911/021/340/005

P-Value

0/0001<0/0001<0/0001<0/0001<سطح رنگ

0/210/440/550/68نوع جاذب

0/130/490/0070/03سطح رنگ × نوع جاذب

0/0001<0/00010/002<0/0001<سطح جاذب

0/00010/05<0/0020/03سطح رنگ × سطح جاذب

0/660/860/910/88نوع جاذب × سطح جاذب

0/700/930/0060/54سطح رنگ × نوع جاذب × سطح جاذب

در شکل 2 نشان داده شده است. پس از 24 ساعت انکوباسیون نیز هر 
دو جاذب کارآیی بالایی در حذف رنگ داشتند. اختلاف معنی‌داری برای 
حذف رنگ کریستال ویولت در سطح 3 پی‌پی‌ام در بین سطوح مختلف 
دو جاذب مشاهده نشد. بیشترین درصد حذف رنگ در سطوح مختلف 

رنگ، مربوط به سطح 4 درصد بنتونیت سدیم بود.

  Gas production نتایج تکنیک
تأثیر سطوح مختلف رنگ کریستال ویولت همراه با سطوح مختلف 
تخمیری  پارامترهای  برخی  بر  خربزه  پوست  خاکستر  یا  سدیم  بنتونیت 
تولید گاز در جدول 1 آورده شده است. افزایش سطح کریستال ویولت 
تولید  به کاهش معنی‌دار  به محیط کشت، منجر  پی‌پی‌ام   6 به  از صفر 
تجمعی گاز در زمان‌های 12 و 24 ساعت انکوباسیون و نیز پتانسیل تولید 
اختلاف  که  چند  هر   ،)P>0/0001( شد  شاهد  تیمار  با  مقایسه  در  گاز 
معنی‌داری بین سطوح 6 و 9 پی‌پی‌ام برای پتانسیل تولید گاز و نیز تولید 

گاز در زمان 24 ساعت انکوباسیون مشاهده نشد.
همچنین افزودن هر دو جاذب به‌ویژه در سطح 4 درصد، منجر به 
کاهش معنی‌دار پتانسیل تولید گاز و تولید تجمعی گاز در زمان‌های 12 
و 24 ساعت انکوباسیون شد )p>0/0001( ولی ثابت نرخ تولید گاز تغییر 
ننمود. با افزایش سطح رنگ از صفر به 6 پی‌پی‌ام، ثابت نرخ تولید گاز 
نسبت به شاهد تغییر نکرد ولی در سطح 9 پی‌پی‌ام، این پارامتر کاهش 
پارامترهای  کلیه‌ی  متقابل  اثر   .)P>0/0001( داد  نشان  را  معنی‌داری 
گزارش شده در جدول 1 بین سطح رنگ و سطح جاذب معنی‌دار شد، 
و  انکوباسیون  ساعت   24 زمان  در  گاز  تولید  میزان  کمترین  به‌طوری‌که 
با  همراه  ویولت  کریستال  پی‌پی‌ام   9 سطح  در  گاز،  تولید  پتانسیل  نیز 
سطح 4 درصد خاکستر پوست خربزه مشاهده شد. همچنین اثرات متقابل 
پتانسیل  برای  تنها  جاذب  و سطح  جاذب  نوع  رنگ،  بین سطح  سه‌گانه 
تولید گاز معنی‌دار شد )P=0/006(، به طوری‌که بیشترین میزان پتانسیل 
تولید گاز در تیمار شاهد )فاقد کریستال ویولت، خاکستر پوست خربزه 
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جدول2-تأثیر سطوح مختلف رنگ کریستال ویولت همراه با سطوح مختلف بنتونیت سدیم یا خاکستر پوست خربزه بر برخی پارامترهای تغذیه‌ای برآورد شده از تولید گاز

سطح کریستال ویولت1
)ppm(

سطح جاذب2نوع جاذب
MPY3

)گرم نیتروژن 
میکروبی(

OMD4

(درصد)
5NE (MJ/kgDM)6ME (MJ/kgDM)

a 71/40a 5/72a9/48a 013/78بنتونیت سدیم0

ab 70/47ab 5/58ab9/30ab 213/68بنتونیت سدیم0

bc 68/74bc 5/33bc8/97bc 413/27بنتونیت سدیم0

a71/4 a 5/72a9/48a 013/78خاکستر پوست خربزه0

13/35abc 69/19abc 5/40abc9/05abc 2خاکستر پوست خربزه0

c 67/09c 5/09c8/65c 412/95خاکستر پوست خربزه0

9/32d 48/31d 2/32d5/00d 0بنتونیت سدیم3

8/65ef 44/80ef 1/80ef4/32ef 2بنتونیت سدیم3

8/53ef 44/21ef 1/71ef4/20ef 4بنتونیت سدیم3

9/32d 48/31d 2/32d5/00d 0خاکستر پوست خربزه3

e 45/50e 1/90e4/46e 8/78 2خاکستر پوست خربزه3

8/57ef 44/40ef1/74ef4/25ef 4خاکستر پوست خربزه3

8/22fg 42/62fg1/48fg3/90fg 0بنتونیت سدیم6

8/08gh 41/85gh1/36gh3/75gh 2بنتونیت سدیم6

7/90gh 40/91gh1/22gh3/57gh 4بنتونیت سدیم6

8/22fg 42/62gh1/48fg3/90fg 0خاکستر پوست خربزه6

7/88gh 40/82gh1/21gh3/55gh 2خاکستر پوست خربزه6

7/89gh 40/87gh1/22gh3/56gh 4خاکستر پوست خربزه6

7/89gh 40/84gh1/21gh3/55gh 0بنتونیت سدیم9

gh 40/69gh1/19gh3/53gh 27/85بنتونیت سدیم9

h 40/01h1/09h3/39h 47/72بنتونیت سدیم9

ادامه در صفحه بعد

اثر رنگ کریستال ویولت بر تخمیر شکمبه‌ای در  ...
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ادامه جدول 2-

.)P >0/0۵( میانگین های هر ستون با حروف غیرمشترک دارای اختلاف معنی دار می باشند

1سطح رنگ کریستال ویولت مصرفی در محیط کشت شامل صفر، 3، 6 و 9 پی‌پی‌ام بود. 2سطح جاذب مورد استفاده در محیط کشت معادل صفر، 2 و 4 درصد ماده خشک نمونه انکوبه شده 

)یونجه( در محیط کشت )یا معادل صفر، 4 و 8 میلی‌گرم( بود. 3بازده تولید پروتئین میکروبی به‌صورت 19/3 گرم نیتروژن میکروبی به ازای هر کیلوگرم ماده‌ی آلی قابل تخمیر می‌باشد. 4معادل 

تجزیه‌پذیری ماده آلی می‌باشد.5معادل انرژی خالص برای شیردهی می‌باشد. 6معادل انرژی قابل متابولیسم می‌باشد.

سطح کریستال ویولت1
)ppm(

سطح جاذب2نوع جاذب
MPY3

)گرم نیتروژن 
میکروبی(

OMD4

(درصد)
5NE (MJ/kgDM)6ME (MJ/kgDM)

07/88gh40/84gh1/21gh3/55ghخاکستر پوست خربزه9

27/91gh40/98gh1/23gh3/58ghخاکستر پوست خربزه9

47/70h39/92h1/08h3/38hخاکستر پوست خربزه9

SEM0/150/760/110/15

P-Value

0/0001<0/0001<0/0001<0/0001<سطح رنگ

0/440/440/440/44نوع جاذب

0/490/490/490/49سطح رنگ × نوع جاذب

0/0001<0/00010/002<0/0001<سطح جاذب

0/030/030/030/03سطح رنگ × سطح جاذب

0/860/860/860/86نوع جاذب × سطح جاذب

0/930/930/930/93سطح رنگ × نوع جاذب × سطح جاذب

و یا بنتونیت سدیم( مشاهده شد. اثرات متقابل بین سطح رنگ و نوع 
جاذب برای پتانسیل تولید گاز و ثابت نرخ تولید گاز نیز معنی‌دار شد، 
به‌طوری‌که در سطح 9 پی‌پی‌ام کریستال ویولت همراه با بنتونیت سدیم 
اثر  تولید گاز مشاهده شد. در  نرخ  ثابت  )در سطوح مختلف(، کمترین 
افزایش سطوح جاذب‌ها به محیط کشت به‌ویژه سطح 4 درصد، پتانسیل 
تولید گاز و تولید تجمعی گاز در زمان‌های 12 و 24 ساعت انکوباسیون 
به‌طور معنی‌داری نسبت به شاهد کاهش یافت )P>0/0001(. با افزایش 
پارامترهای  کلیه  کشت،  محیط  در  جاذب  سطح  و  رنگ  سطح  همزمان 
گزارش شده در جدول یک، کاهش معنی‌داری نشان داد. اختلاف آماری 
معنی‌داری در بین دو نوع جاذب بنتونیت سدیم و خاکستر پوست خربزه 
بکار برده شده در محیط کشت از لحاظ تأثیر بر روی پارامترهای تخمیری 
مورد مطالعه )ثابت نرخ تولید گاز و نیز تولید گاز در زمان‌های 12، 24 و 

96 ساعت انکوباسیون( در جدول 1 مشاهده نشد. 

تأثیر سطوح مختلف رنگ کریستال ویولت همراه با سطوح مختلف 
تغذیه‌ای  پارامترهای  برخی  بر  خربزه  پوست  خاکستر  یا  بنتونیت سدیم 
برآورد شده از تولید گاز در جدول 2 ارایه شده است. با افزایش کریستال 
از  ویولت از صفر به 6 پی‌پی‌ام، کلیه پارامترهای تغذیه‌ای برآورد شده 
تولید گاز )جدول 2(، در مقایسه با تیمار شاهد، کاهش معنی‌داری نشان 
خربزه  پوست  خاکستر  جاذب  دو  هر  کردن  اضافه   .)P>0/0001( داد 
معنی‌دار  کاهش  به  منجر  درصد،   4 در سطح  به‌ویژه  بنتونیت سدیم  یا 
کلیه پارامترهای گزارش شده در جدول 2 در مقایسه با تیمار شاهد شد 
جاذب  سطح  و  رنگ  سطح  بین  متقابل  اثرات  همچنین   .)P>0/0001(
برای کلیه‌ی این پارامترها نیز معنی‌دار شد )P=0/03( به‌طوری‌که کمترین 
مقادیر این پارامترها در سطح 9 پی‌پی‌ام کریستال ویولت همراه با سطح 
4 درصد پوست خربزه مشاهده شد، هر چند که اختلاف معنی‌داری برای 
اختلاف  نشد.  مشاهده  رنگ  پی‌پی‌ام   9 و   6 سطوح  بین  پارامترها  این 
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جدول3-تأثیر سطوح مختلف رنگ کریستال ویولت همراه با سطوح مختلف بنتونیت سدیم یا خاکستر پوست خربزه بر کل اسیدهای چرب فرار، نیتروژن آمونیاکی و pH محیط کشت

سطح کریستال ویولت1
)ppm(

pH3NH-3N (mg/dL)4TVFA (mmol/L)سطح جاذب2نوع جاذب

06/4916/42a73/12cdefبنتونیت سدیم0

abc74/87ab 26/5315/25بنتونیت سدیم0

46/5514/87abc75/85aبنتونیت سدیم0

06/4916/42a73/12cdefخاکستر پوست خربزه0

26/5014/85abc72/80defgخاکستر پوست خربزه0

46/4913/97dc71/82efgخاکستر پوست خربزه0

06/5215/95ab72/57fghبنتونیت سدیم3

26/5115/05abc73/27cdeبنتونیت سدیم3

46/5014/95abc75/75aبنتونیت سدیم3

06/5215/95ab71/57fghخاکستر پوست خربزه3

26/4914/85abc73/52bcdخاکستر پوست خربزه3

46/5114/02bcd74/55 abcخاکستر پوست خربزه3

06/5613/90cde69/82 iبنتونیت سدیم6

26/5312/15def 73/37cdeبنتونیت سدیم6

46/5011/50f 75/10aبنتونیت سدیم6

06/5613/90cde 71/55fghخاکستر پوست خربزه6

26/5212/27def72/20 defgخاکستر پوست خربزه6

46/6011/37f75/45 aخاکستر پوست خربزه6

06/6412/52def69/45 iبنتونیت سدیم9

26/5812/13def70/27 hiبنتونیت سدیم9

46/5512/00ef72/70 defgبنتونیت سدیم9

ادامه در صفحه بعد

اثر رنگ کریستال ویولت بر تخمیر شکمبه‌ای در  ...
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سطح کریستال ویولت1
)ppm(

pH3NH-3N (mg/dL)4TVFA (mmol/L)سطح جاذب2نوع جاذب

def70/07hi 06/6412/52خاکستر پوست خربزه9

26/5512/82def69/50iخاکستر پوست خربزه9

46/5211/80f71/35ghخاکستر پوست خربزه9

SEM0/040/590/48

P-Value

0/00010/02<0/02سطح رنگ

0/720/510/72نوع جاذب

0/660/780/66سطح رنگ × نوع جاذب

0/00010/36<0/36سطح جاذب

0/470/380/47سطح رنگ × سطح جاذب

0/830/550/83نوع جاذب × سطح جاذب

0/890/990/89سطح رنگ × نوع جاذب × سطح جاذب

ادامه جدول 3-

.)P >0/0۵( میانگین‌های هر ستون با حروف غیرمشترک دارای اختلاف معنی‌دار می باشند

1سطح رنگ کریستال ویولت مصرفی در محیط کشت شامل صفر، 3، 6 و 9 پی‌پی‌ام بود. 2سطح جاذب مورد استفاده در محیط کشت معادل صفر، 2 و 4 درصد ماده خشک نمونه انکوبه شده 

)یونجه( در محیط کشت )یا معادل صفر، 4 و 8 میلی‌گرم( بود. 3معادل نیتروژن آمونیاکی. 4معادل کل اسیدهای چرب فرار اندازه‌گیری شده در محیط کشت به‌روش مارخام.

معنی‌داری در بین دو نوع جاذب بنتونیت سدیم و خاکستر پوست خربزه  
بکار برده شده در محیط کشت برای تأثیر بر روی پارامترهای تغذیه‌ای 

برآورد شده از تولید گاز ) جدول 2( مشاهده نشد. 
تأثیر سطوح مختلف رنگ کریستال ویولت همراه با سطوح مختلف 
فرار،  چرب  اسیدهای  کل  بر  خربزه  پوست  خاکستر  یا  سدیم  بنتونیت 

نیتروژن آمونیاکی و pH محیط کشت در جدول 3 آورده شده است.
 pH برای  آزمایشی  تیمارهای  بین  در  معنی‌داری  اختلاف  هیچگونه 
مشاهده نشد اما با افزایش سطح رنگ از صفر به 6 پی‌پی‌ام، کل اسیدهای 
نشان  را  معنی‌داری  کاهش  کشت،  محیط  آمونیاکی  نیتروژن  و  چرب 
پارامترها  این  برای  دادند )P>0/0001( و هیچگونه اختلاف معنی‌داری 
بین سطح  متقابل  اثرات  نشد.  پی‌پی‌ام رنگ مشاهده   9 و   6 بین سطح 
رنگ، نوع جاذب و سطح جاذب، اثرات متقابل بین نوع جاذب و سطح 

جاذب، اثرات متقابل بین سطح رنگ و نوع جاذب و نیز اثرات متقابل 
بین سطح رنگ و سطح جاذب تنها برای هیچکدام از پارامترهای جدول 
3 معنی‌دار نشد. با افزایش سطح هر یک از جاذب‌های خاکستر پوست 
خربزه یا بنتونیت سدیم به محیط کشت، میزان نیتروژن آمونیاکی کاهش 

.)P>0/0001( معنی‌داری نشان داد

بحث
معمولاً پساب‌های حاصل از صنایع مختلف نساجی، آلوده به برخی 
از رنگ‌ها ازجمله کریستال ویولت می‌باشند که این پساب‌ها ممکن است 
برای  را  مشکلاتی  و  شده  سطحی  آب‌های  مسیر  یا  و  رودخانه‌ها  وارد 
محیط زیست و حیوانات مصرف کننده آن بوجود آورد. بنابراین به‌نظر 
می‌رسد که استفاده از جاذب‌های مختلف، راهکاری در جهت کاهش این 
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قبیل آلودگی‌ها باشد. در مطالعه‌ای استفاده از خاک اره درخت بلوط در 
آب آلوده به رنگ کریستال ویولت، منجر به حذف کارآمد آن شد )3(. 
عموماً در فرآیند جذب سطحی، یک ماده جامد با خاصیت جذب مواد، 
به محیط‌های آلوده به رنگ‌های مختلف اضافه شده که در نهایت منجر 
شیمیایی  و  فیزیکی  پیوندهای  تشکیل  طریق  از  آب  از  رنگ  حذف  به 
هدف  با  ارزان‌قیمت  سطحی  جاذب‌های  از  بسیاری  بنابراین  می‌گردد، 
از  استفاده  به  می‌توان  آن‌جمله  از  که  است  شده  استفاده  رنگ  حذف 
پوسته  اره،  خاک  پرتقال،  پوست  پاپایا،  دانه‌های  برنج،  کاه  موز،  پوست 
گندم و سبوس اشاره نمود )18(. با این وجود هنوز هم نیاز به شناسایی و 
ارائه جاذب‌هایی می‌باشد که علاوه بر ارزان و در دسترس بودن، کارآمدی 
باشند. در آزمایش ما سعی شده بود  نیز داشته  لازم را در حذف رنگ 
نیز  نتایج  و  استفاده شود  رنگ  در حذف  قیمت  ارزان  از جاذب‌های  تا 
مؤید کارآمدی هر دو جاذب خاکستر پوست خربزه و بنتونیت سدیم در 
حذف رنگ بوده به‌طوری‌که بنتونیت سدیم و خاکستر تهیه شده از پوست 
کارآمد رنگ )در  به حذف  قادر  خربزه هر کدام در سطح چهار درصد 
غلظت 9 پی‌پی‌ام( به‌میزان 96/2 و 67/75 )به‌ترتیب برای بنتونیت سدیم 
و خاکستر پوست خربزه ( درصد در زمان 3 ساعت انکوباسیون و 93/54 
و 94/38 درصد )به‌ترتیب( در زمان 24 ساعت انکوباسیون بود. همچنین 
رخ  خربزه  پوست  خاکستر  در  انفعالاتی  و  فعل  یکسری  می‌رسد  به‌نظر 
رنگ  بیشتر  جذب  به  قادر  انکوباسیون  بالاتر  زمان‌های  در  که  می‌دهد 
پوست  از  تهیه شده  نیز خاکستر  آزمایش  این  در  اینکه  بود کما  خواهد 
خربزه در زمان‌های بالاتر انکوباسیون قادر به جذب بیشتر رنگ به‌ویژه 
در غلظت‌های بالاتر آن )9 پی‌پی‌ام( بوده است. افزایش مقدار خاکستر 
به آب آلوده با رنگ کریستال ویولت، منجر به افزایش درصد جذب رنگ 
تعداد  در محیط،  افزایش غلظت جاذب  با  به‌نظر می‌رسد  که   )18( شد 
سایت‌های جذبی پذیرای رنگ افزایش یافته و در نتیجه منجر به حذف 
نتیجه مطالعه‌ای نشان داد که کاه جو فرآوری  بیشتر رنگ خواهد شد. 
شده می‌تواند با راندمان بالایی باعث حذف رنگ از محیط آب گردد )4(. 
همچنین در این مطالعه )4( مشخص گردید که با افزایش غلظت رنگ در 
آب، راندمان جذب کاهش می‌یابد که شکل 1 در مطالعه حاضر به‌ویژه 
در غلظت 9 پی‌پی‌ام نیز مؤید این مطلب می‌باشد. در مطالعه دیگری نیز 
مشخص شد که پوسته برنج فرآوری شده با هیدروکسید سدیم، قابلیت 
جذب مطلوب رنگ کریستال ویولت را به‌میزان 44/87 میلی‌گرم به ازای 

هر گرم جاذب، دارا می‌باشد )8(. 
در مطالعه ما، مشخص شد که افزودن رنگ کریستال ویولت از صفر 
به 6 پی‌پی‌ام منجر به کاهش معنی‌دار پتانسیل تولید گاز و تولید تجمعی 
گاز در زمان 24 ساعت انکوباسیون شده و نیز مؤید این مطلب است که 
فرآیند تخمیر میکروارگانیسم‌های محیط کشت، تحت تأثیر رنگ کریستال 
ویولت در محیط کشت قرار گرفته است. هنوز گزارشی در خصوص تأثیر 
کریستال ویولت بر محیط کشت تهیه شده از مایع شکمبه گزارش نشده 
این رنگ در سایر  باکتری‌کشی  اثرات  از مطالعات،  است ولی در برخی 
رنگ‌های  اکثر  معمولاً  است.  رسیده  اثبات  به  آزمایشگاهی  محیط‌های 
شیمیایی تولید شده، دارای ساختار کمپلکسی پیچیده آروماتیکی بوده که 
وقتی در محیط وارد می‌شوند، به‌راحتی تجزیه نمی‌گردند و نیز گزارش 
این رنگ برای سلول‌های اغلب پستاندران، خاصیت موتاژنیک  شده که 

و سمیت را دارا می‌باشد )11(. در مطالعه حال حاظر نیز به‌نظر می‌رسد 
اثرات  تجزیه و خنثی کردن  به  قادر  میکروارگانیسم‌های محیط شکمبه 
منفی کریستال ویولت نمی‌باشند. خاصیت رنگ‌زدایی برخی از رنگ‌های 
شیمیایی با استفاده از سویه‌های مختلفی از باکتری‌ها مورد مطالعه قرار 
 Aeromonas( گرفته است که از آن‌جمله می‌توان به آئوروموناس هیدروفیلا
hydrophila(، پزودوموناس لوتئولا )Pseudomonas luteola(، اشرشیاکلی 
)Pseudomonas mendocina( اشاره نمود )2(.  و پزودوموناس مندوسینا 
تجزیه رنگ‌های از دسته تری‌فنیل‌متان، به‌طور گسترده‌ای مورد مطالعه 
از رنگ‌ها به‌ویژه در سیستم لجن‌های  این گروه  قرار گرفته است ولی 
 ،)9( می‌دهند  نشان  مقاومت  خود  از  شدن  تجزیه  برابر  در  شده  فعال 
بنابراین به‌نظر می‌رسد که در آزمایش حال حاضر نیز میکروارگانیسم‌های 
سازی  خنثی  را  ویولت  کریستال  نتوانسته‌اند  کشت  محیط  در  موجود 
محیط  تخمیری  فراسنجه‌های  بر  آن  منفی  اثرات  از  نهایت  در  و  کرده 
 Sphingomonas باکتری  گونه  دیگری  مطالعه  در  ولی  بکاهند.  کشت 
paucimobilis قادر به رنگ‌زدایی کریستال ویولت در سطح بیش از 55 
درصد بود )9( هر چند که افزایش غلظت رنگ منجر به کاهش قدرت 
این  رنگزدایی  قدرت  شد. همچنین  باکتری  گونه  این  توسط  رنگ‌زدایی 
و عصاره مخمری  گلوکز  میزان  و  به غلظت رنگ  بستگی  باکتری،  گونه 
نیز  بنابراین در مطالعه حال حاظر  اضافه شده به محیط کشت داشت. 
به‌نظر می‌رسد که میکروارگانیسم‌ها به‌عنوان یکی از اثرگذارترین مؤلفه 
بر پارامترهای تخمیری در محیط کشت، نیز نتوانسته‌اند از اثرات منفی 
کریستال ویولت بر محیط کشت در غظت‌های 3 و 6 پی‌پی‌ام کریستال 
در  خربزه  پوست  خاکستر  و  سدیم  بنتونیت  افزودن  بکاهند.  ویولت 
مطالعه حاضر هر کدام به‌تنهایی منجر به کاهش فراسنجه‌های تولید گاز 
و پارامترهای شامل ME، NEL، MPY و OMD، به‌ویژه در سطح 4 درصد 
سطوح  با  همراه  جاذب‌ها  از  یک  هر  توأم  کردن  اضافه  همچنین  شد. 
مختلف کریستال ویولت، منجر به کاهش شدیدتر پارامترهای تولید گاز 
هدف  با  که  بوده  رسی-آتشفشانی  کانی‌های  گروه  از  بنتونیت  گردید. 
افزایش عملکرد نشخوارکنندگان به‌دلیل ظرفیت بافری آن و نیز ظرفیت 
بالای تبادل یونی آن، مکرراً استفاده شده است )14،13،12(. همچنین در 
اثر افزودن بنتونیت سدیم )دو درصد ماده خشک جیره( به یک محیط 
کشت آزمایشگاهی، تولید تجمعی گاز در زمان‌های 24، 48 و 96 ساعت 
انکوباسیون، ثابت نرخ تولید گاز و نیز نیتروژن آمونیاکی در مقایسه با 
ماده  تجزیه‌پذیری  )13(، ولی  داد  نشان  تیمار شاهد، کاهش معنی‌داری 
خشک تغییر نکرد. هیچ گزارشی مبنی بر تأثیر زغال و یا خاکستر فعال 
بر محیط کشت تهیه شده از مایع شکمبه، تاکنون ارایه نشده است ولی 
در عین حال، مطالعات انسانی نشان داده که زغال فعال، گاز تولید شده 
)عمدتاً H2 و CO2( که عمدتاً ناشی از مصرف خانواده بقولات )به‌خاطر 
وجود دو قند رافینوز و استاکیوز( در روده باریک می‌باشد را کاهش داده 
که علت آن را مربوط به نقش ممانعت کنندگی زغال در تولید باکتری‌ها، 
و جذب سطحی H2 و CO2 عنوان کرده‌اند )24(. بنابراین به‌نظر می‌رسد 
که بخشی از کاهش تولید گاز ناشی از افزودن خاکستر پوست خربزه  به 
محیط کشت حال حاضر با فرضیات بالا در تطابق باشد. تحت تأثیر قرار 
گرفتن فراسنجه‌های تخمیری به‌ویژه تولید تجمعی گاز در زمان 24 ساعت 
انکوباسیون، قاعدتاً بر روی  ME، NEL، MPY و OMD تأثیرگذارخواهد 
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بود چرا که کلیه این پارامترها بر اساس گاز تولید شده در زمان 24 ساعت 
ویولت  کریستال  از  متمادی  از سال‌های  زده شدند.  تخمین  انکوباسیون 
بیماری‌ها  و سایر  انگلی  برای درمان کرم‌های  تجویز خوراکی  به‌صورت 
به‌دلیل ویژگی متمایز آن در کنترل قارچ‌ها، استفاده می‌شده است )7(. 
نتایج برخی از مطالعات نشان داده که آنزیم‌های لیگنولیتیک موجود در 
قارچ‌ها قابلیت تغییر ساختار هیدروکربن‌های موجود در حلقه آروماتیک 
نیز  دیگری  مطالعه  در   .)26( می‌‌باشند  دارا  را  شیمیایی  رنگ‌های  اکثر 
قابلیت   Phanerochaete chrysosporium قارچ  مشخص گردید که گونه 
دارا می‌باشد  را  پلیمری  از رنگ‌های شیمیایی و رنگ‌های  تجزیه برخی 
تولید  به  قادر  ضروری،  تخمیری  محفظه  یک  عنوان  به  شکمبه    .)15(
محصولات نهایی تخمیر از قبیل اسیدهای چرب فرار، نیتروژن آمونیاکی و 
پروتئین میکروبی برای برطرف کردن نیازهای انرژی و پروتئینی حیوان 
میزبان خواهد بود )29( بنابراین به‌نظر می‌رسد هر گونه تغییر در شرایط 
زندگی میکروارگانیسم‌ها و پتانسیل تولید گاز در محیط کشت، می‌تواند 
الگوی تخمیر و حتی pH شکمبه را دستخوش تغییرات جدی نماید. ولی در 
مطالعه ما افزودن بنتونیت سدیم، خاکستر پوست خربزه  و یا کریستال 
 pH ویولت هر کدام به‌تنهایی یا همراه با رنگ مورد مطالعه، تأثیری بر
الگوی  می‌تواند  بنتونیت  که  است  شده  گزارش  نداشت.  کشت  محیط 
اسید  به  پروپیونیک  اسید  نسبت  کاهش  طریق  از  را  شکمبه‌ای  تخمیر 
استیک تغییر داده و نیز ممکن است به‌عنوان یک بافر از کاهش ناگهانی 
pH شکمبه جلوگیری کند )25(. کاربرد 2 درصد بنتونیت فرآوری شده 
یا نشده و یا کولینوپتیولیت، تأثیری بر غلظت نیتروژن آمونیاکی حاصل 
از سطوح مختلف پروتئین قابل تجزیه در شکمبه نداشت، اما کاربرد 4 
در  درصد بنتونیت، به‌طور مؤثری غلظت نیتروژن آمونیاکی را خصوصاً 
ساعات اولیه پس از انکوباسیون کاهش داد، که این اثر با بالا رفتن میزان 
تجزیه‌پذیری پروتئین افزایش یافت )1(. همچنین بنتونیت سبب متعادل 
نوع  سه  کاربرد   .)1( می‌گردد  نیز  محیط شکمبه  آمونیاک  غلظت  شدن 
پشم،  تولید  بر  معنی‌داری  تأثیر  گوسفندان،  جیره  در  مختلف  بنتونیت 
غلظت آمونیاک شکمبه، وزن زنده حیوان و غلظت اسیدهای چرب فرار 
موجود در شکمبه نداشت )21(. اگر چه که بر اساس مطالعات مختلف 
بنتونیت باعث کاهش نیتروژن آمونیاکی می‌گردد ولی در مطالعه حاضر 
آمونیاکی  نیتروژن  بر  تأثیری  با شاهد  مقایسه  در  بنتونیت  کردن  اضافه 
شکمبه  در  پروتئین  تجزیه‌پذیری  و  متابولیسم  نداشت.  کشت  محیط 
می‌تواند تحت تأثیر فعالیت‌های متابولیسمی میکروارگانیسم‌های موجود 
 )5( بگیرد‌  قرار  شکمبه  در  غالب  میکروبی  جمعیت  و   pH شکمبه،  در 
بنابراین در مطالعه حاضر به‌نظر می‌رسد که محیط پیرامون و یا جمعیت 
ویولت  کریستال  شدن  اضافه  اثر  در  کشت  محیط  میکروارگانیسم‌های 
کاهش سطح  به  منجر  تغییرات  این  که  تغییراتی شده  آن دستخوش  به 

آمونیاک تولیدی شده است.

نتیجه‌گیری
افزودن رنگ کریستال ویولت به‌ویژه در سطوح 3 و 6 پی‌پی‌ام منجر 
از  پارامترهای تخمین زده شده  به کاهش فراسنجه‌های تولید گاز، کلیه 
تولید گاز )جدول 2(، کل اسیدهای چرب فرار و نیتروژن آمونیاکی در این 
پژوهش شد. اگرچه که کاربرد دو جاذب بنتونیت سدیم و خاکستر پوست 

خربزه منجر به حذف کارآمد رنگ کریستال ویولت از محیط آب شد اما 
استفاده از آن‌ها در محیط کشت نه‌تنها نتوانست از اثرات منفی کریستال 
ویولت بر محیط کشت بکاهد بلکه منجر به کاهش برخی از پارامترهای 
نتایج  با بررسی  این آزمایش شدند. همچنین  تخمیری مورد مطالعه در 
این آزمایش، به‌نظر می‌رسد سطح 3 و 6 پی‌پی‌ام رنگ کریستال ویولت 
بیشترین تأثیر منفی را بر پارامترهای تخمیری محیط کشت گذاشته، هر 
از  )به‌غیر  پژوهش  این  در  مطالعه  مورد  پارامترهای  بیشتر  در  که  چند 
تولید تجمعی گاز در زمان 12 ساعت انکوباسیون و ثابت نرخ تولید گاز( 

اختلاف معنی‌داری بین سطوح 6 و 9 پی‌پی‌ام رنگ مشاهده نشد.

تشکر و قدردانی
پژوهشی  در کمی‌ته‌ی  تحقيقاتی مصوب  نتايج طرح  مقاله‌ی حاضر 
 ۱۳۹6 سال  بهار  در   13961TP کد  با  جام  تربت  عالی  آموزش  مجتمع 
از مجتمع آموزش عالی تربت‌جام جهت  می‌باشد لذا نويسندگان مقاله، 
حمايت‌های مالی از این طرح، کمال تشکر و قدردانی را دارند. از گروه 
ویوان نیز بخاطر در اختیار قرار دادن محصول تجاری‌شان به‌نام بنتوفید، 

تقدیر و تشکر می‌گردد.
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