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سابقه و هدف: امروزه پساب صنعت های مختلف شامل مواد معدنی و آلی خطرناک از جمله ترکیب های آروماتیک نظیر فنول ها، فلز های سنگین و 
رنگزا ها می باشند که بیشتر در غلظت های خیلی کم نیز سبب سرطان و مسمومیت می شوند. با توجه به روند افزایشی این آلاینده ها و بویژه ترکیب های 
رنگزا در محیط زیست، مطالعه و توسعه روش های جلوگیری از ورود و یا حذف این آلاینده ها دارای اهمیت می باشد. تولوئیدین قرمز یک رنگزا دارای گروه 
آزو است که بطور گسترده در صنایع نساجی برای رنگ آمیزی الیاف سلولزی استفاده می شود. بطور کلی روش های مختلف شیمیایی، فیزیکی، زیستی، 
نوری و یا تلفیقی برای حذف انواع آلاینده ها و رنگزا ها از محیط زیست وجود دارد. در سال های اخیر روش  های زیست پالایی نظیر تجزیه زیستی بعنوان یک 
روش کارآمد برای حذف این آلاینده ها مورد توجه قرار گرفته است. از این رو، هدف های مطالعه حاضر، شامل بررسی میزان حذف رنگزا تولوئیدین قرمز از 
یک پساب رنگزای سنتزی، بررسی متغیرهای اثرگذار بر میزان حذف زیستی و بهینه سازی با استفاده از تکنیک سطح پاسخ می باشد که برای این بررسی 

باکتری نمک دوست هالوموناس سویه D2 مورد استفاده قرار گرفته است.

Ex� Designمواد و روش ها در این تحقیق، بررسی وضعیت تأثیرگذاری متغیرها و بهینه سازی شرایط عملکردی با استفاده از روش آماری و نرم افزار:
 )CCD( و طرح ترکیب مرکزی )RSM( نسخه 7 انجام شده و میزان تجزیه زیستی رنگزا با در نظر گرفتن 30 آزمایش با استفاده از روش رویه پاسخ pert
بررسی شده است. با توجه به منبع های مطالعاتی و تحقیق های انجام شده قبلی در این راستا که بصورت یک عامل در یک زمان )OFAT( انجام شده اند، 
اثر 4 متغیر غلظت رنگزا )ppm 30-10(، غلظت نمک )2-%10(، pH )5/9-5/5( و دما )20-40( در حذف زیستی رنگزا مورد بررسی قرار گرفته است. 
آزمایش های حذف زیستی در فاز آبی برای یک پساب سنتزی مدل، در مقیاس ارلن و کشت ایستا در انکوباتور برای مدت زمان 10 روز انجام شده است. 

در ادامه تجزیه و تحلیل نتایج با روش آنالیز واریانس انجام شده است. 

نتایج و بحث: بر طبق نتایج به دست آمده و آنالیز واریانس، از بین 4 فاکتور انتخابی دو متغیر غلظت نمک و دما بیشترین تأثیر در میزان 
 pH حذف زیستی رنگزا توسط باکتری در محدوده انتخابی داشته اند و همین طور با توجه به نتایج آنالیز آماری می توان گفت که غلظت رنگزا و
احتمالاً اثرگذار بوده اند. همچنین اثرهای متقابلی مربوط به غلظت رنگزا و pH، غلظت نمک و pH،  غلظت نمک و دما )در سطح %5( بر 
میزان تجزیه زیستی پساب رنگی تأثیرگذار می باشد. از طرفی بیشترین میزان حذف زیستی رنگزا در پایان روز دهم معادل 62/4% محاسبه شد 
و شرایط بهینه برای بیشترین حذف زیستی رنگزا در این روز درpH معادل 8/5 و دمای 35 درجه سانتی گراد، غلظت نمک و رنگزا به ترتیب 
معادل 4% و 16/8ppm به دست آمده است. در ادامه با استفاده از روش سطح پاسخ، تابع چند جمله ي درجه دوم برای میزان درصد حذف 
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مقدمه
نتیجه  در  اکوسیستم ها  از  بسیاری  حاضر  عصر  در   
این  و  شده اند  تخریب  و  آسیب  دچار  انسانی  فعالیت های 
بوده  محققان  و  دانشمندان  توجه  مورد  همواره  موضوع 
آلی  و  معدنی  مواد  شامل  امروزه  صنایع  پساب های  است. 
و  سنگین  فلز های  آروماتیک،  ترکیب های  نظیر  خطرناکی 
رنگزا ها می باشند که در برخی موارد غلظت خیلی کم آن ها، 
رنگزا ها  می شود.  پستانداران  مسمومیت  و  سرطان  سبب 
از  ناشی  که   هستند  آبی  آلودگی های  مهمترین  جمله  از 
دباغی،  همچون  فعالیت هایی  و  مختلف  صنایع  فعالیت 
نساجی، خشک شویی، چرم، لاستیک، پلاستیک، رنگزا و ... 
می باشند )Srinivasan et al., 2010; Roberts et al., 2015(. با 
توجه به روند افزایشی انواع آلاینده ها و بویژه ترکیب های رنگزا 
به محیط زیست یکی از مهمترین کارهایی که باید در این زمینه 
صورت پذیرد مطالعه و توسعه روش هایی برای جلوگیری از 
ورود این آلاینده ها و یا حذف آن ها از محیط زیست می باشد. 
بعنوان نمونه تولوئیدین قرمز یک رنگزا دارای گروه مونو آزو 
است که بطور گسترده در صنایع نساجی برای رنگ آمیزی 
الیاف سلولزی استفاده می شود. رنگزا تولوئیدین قرمز دارای 
 g/mol و داراي جرم مولکولي C17H13N3O3 فرمول شیمیایي
Mo�( 307 بوده و دارای ثبات و پوشش دهی عالی می باشد

زمینه های مختلفی  در  رنگزا  این  از   .)harrery et al., 2012

از قبیل جوهر چاپ و پرینترها، تهیه رنگزا روغنی، آبرنگ ها، 
صنایع نساجی، صنایع خودروسازی، لوازم آرایشی و ... استفاده 
 Hassaan and El Nemr, 2017; Forgacs et al.,(می شود
نیستند، ولی در شرایط  آزو سمی  رنگزا های  اگرچه   .)2004

بی هوازی، می توانند بوسیله میکروارگانیسم ها تجزیه شده و 

 Esteves et al.,( آمین های آروماتیک سرطان زا بوجود آورند
2007; Gupta et al., 2009; Moharrery et al., 2012; Mo�

harrery et al., 2019(. براساس مقاله ها و اطلاعات ایمنی مواد 

شیمیایی )MSDS( برای رنگزای تولوئیدین قرمز، خطرهای 
مختلف نظیر آلرژی، التهاب دستگاه تنفسی و گوارش، تهوع و 
 Estlander( استفراغ، تحریک چشم و پوست گزارش شده است
et al., 2012; Truchliński et al., 2015(. بنابراین لازم است 

نسبت به حذف رنگزای تولوئیدین قرمز و دیگر رنگزا هایی که 
وارد محیط زیست می شوند اقدام هایی صورت پذیرد.

آلاینده ها  انواع  حذف  برای  متعددی  روش های  کلی  بطور 
عملکرد  اساس  که  دارد  وجود  زیست  محیط   از  رنگزاها  و 
برخی از این روش ها بر پایه روش های شیمیایی، فیزیکی، 
این  انواع  از  می باشد.  آن ها  از  تلفیقی  یا  و  نوری  زیستی، 
روش ها می توان به رزین تبادل یوني، ته نشیني شیمیایي، 
جداسازي غشایي، استخراج با حلال، فتواکسیداسیون، اسمز 
جذب  و  لخته سازي  الکتریکي،  انعقاد  ازناسیون،  معکوس، 
اشاره کرد که در چند دهه اخیر مورد توجه قرار  سطحی 
 Do et al., 1994; Al-Bastaki, 2004; Forgacs et( گرفته اند
 al., 2004; Daneshvar et al., 2006; Han et al., 2010; Sadri

Moghaddam et al., 2010(. لازم به بیان است که در بین 

روش های مختلف، انتخاب فناوری های ساده و کم هزینه که 
ضمن بالا بردن کارایی، پیاده سازی آن ها در مقیاس صنعتی 
نیز امکان پذیر باشد بسیار مهم بوده و دارای اهمیت می باشد. 
اگرچه برخی از این روش ها از سرعت عمل و قابلیت بالایي 
در حذف آلاینده های رنگزا برخوردار هستند، ولی به برخی 
حل  راه  رنگی،  پساب هاي  تصفیه  در  استفاده  براي  دلایل 
از این دلیل ها می توان به هزینه  موفق و مناسبي نیستند. 

رنگزا از پساب در مدت زمان 10 روز با ضریب تعیین D2 معادل 0/95 بیان شد. همچنین متوسط خطا در بررسي میزان تجزیه زیستی پساب 
رنگزا با استفاده از مدل مطرح شده و داده هاي آزمایشگاهي بطور متوسط 9/9 درصد محاسبه شد.

نتیجه گیری: بر اساس نتایج، تابع درجه دوم پیشنهادی در این تحقیق برای باکتری نمک دوست هالوموناس سویه D2 در حذف زیستی رنگزای 
تولوئیدین قرمز، مي تواند بعنوان یک مدل با دقت بالا و قابلیت پیش بینی مؤثر شرایط مختلف، مورد استفاده قرار گیرد. همچنین باکتری 
هالوموناس سویه D2 در این تحقیق، مشابه نتایج به دست آمده از تحقیق قبلی ما با استفاده از سویه Gb توانایي بالایي در تجزیه زیستي رنگزا 
در محیط های نامساعد و شور نشان داد، با این تفاوت که شرایط بهینه متفاوت بوده و سویه D2 برای استفاده در محیط های بازی پیشنهاد 

می شود.

واژه های کلیدی: باکتری هالوموناس D2 ، بهینه سازی، پساب صنعتی، تجزیه زیستي، رنگزا تولوئیدین قرمز. 
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عملیاتي بالا، نداشتن کارایي براي طیف وسیعی از رنگزا ها و 
همچنین تولید محصول های جانبي در حین فرآیند که خود 
سمي بوده و نیاز به تصفیه و پاک سازي مجدد دارند، اشاره 
نمود. افزون بر BOD و COD بالا و حضور یون هاي فلزي در 
این پساب ها از دیگر دلیل های ناکارآمدی، روش های فیزیکی 
 Forgacs et al., 2004; Jain et( بشمار می روند  و شیمیایی 
al., 2012(. از این رو اخیراً، برای غلبه بر این محدودیت ها، 

روش های زیستی نظیر استفاده از توان میکروارگانیزم های 
بومی و جداسازی شده یا استفاده از آنزیم ها در کانون توجه 
 Chen et al., 2003; Bhatt( محققان مختلف قرار گرفته است
 et al., 2005; Chang et al., 2008; Wang et al., 2009;

 .)Hamed et al., 2014; Guadie et al., 2017

تصفیه  براي  شناختي  زیست  فرآیندهاي  کلی  حالت  در 
پساب هاي رنگی به سه دسته تصفیه هوازي، تصفیه بي هوازي 
 Delée et al.,( تقسیم می شوند  دو روش  این  از  ترکیبي  و 
Pearce et al., 2003; Chan et al., 2009 ;1998(. در سیستم 

هوازی میکروارگانیسم ها از اکسیژن  بعنوان الکترون گیرنده 
بدلیل  هوازي  فرآیندهاي  در  نتیجه  در  می کنند.  استفاده 
حضور اکسیژن و رقابت شدید آن با گروه آزو بعنوان گیرنده 
اکسیداسیون عامل کاهنده شده  اکسیژن موجب  الکترون، 
ندرت صورت مي گیرد،  به  بیولوژیکي  رنگبري  نتیجه  در  و 
رنگبري  توانایي  باکتري  کمتر  که  گفت  می توان  بنابراین 
 .)Chan et al., 2009( دارد  هوازي  شرایط  در  را  آزو  رنگزا 
محققان نشان دادند که از بین سه روش هوازی، بی هوازی 
و استاتیک )ایستا(، اگرچه روش بی هوازی بیشترین میزان 
رنگبری را داشته است ولی عملکرد این روش تفاوت زیادی 
با روش ایستا نداشته است که دلیل آن را در کاهش میزان 
اکسیژن در محیط کشت بعد از رشد در شرایط ایستا بیان 
از  استفاده  اخیر  سالیان  در   .)Asad et al., 2007( کرده اند 
باکتری های نمک دوست بدلیل تحمل شرایط نمکی بسیار 
بالا و همچنین شرایط محیطی نامساعد مورد استفاده قرار 
 Asad et al., 2007; Moharrery et al., 2012;( است  گرفته 

.)Feng et al., 2014; Moharrery et al., 2019

فاکتورهای  که  داده اند  نشان  شده  انجام  مطالعات  طرفی،  از 
مختلفی در میزان حذف رنگزا های آزو توسط میکروارگانیزم های 

عبارتند  فاکتورها  این  از  برخی  که  می باشند  اثرگذار 
ساختار  محیط،   pH و  دما  رنگزا،  اولیه  غلظت  از 
و  محیط  نیتروژنی  و  کربنی  منابع  آلاینده،  مولکولی 
توسط که  تحقیقی  در   .)Saratale et al., 2011(  غیره 

)Moharrery et al. )2012 انجام شده است، توانایی باکتری 

هالوموناس D2 در تجزیه زیستی و حذف تولوئیدین قرمز، رنگزا 
آزوی غیر قابل انحلال در آب، با استفاده از روش یک فاکتور 
در یک زمان )OFAT(، مورد مطالعه قرار گرفت. بنابر نتایج 
تولوئیدین  رنگ زدایی  توانایی   D2 هالوموناس  باکتری  آن ها، 
قرمز در pH بین 9/5-6/5 و دمای بین 25-45 درجه سانتی 
گراد را داشته و ماکزیمم میزان حذف رنگزا در شرایط بهینه 
ppm 25 غلظت اولیه رنگزا، pH برابر با 6/5، دمای 35 درجه 
 Moharrery et al.,( سانتی گراد و 5 درصد نمک گزارش شد
 Asad et al . )2007( در پژوهش دیگری که توسط .)2012

انجام شده، توانایی باکتری های مختلف هالوفیل و هالوتولرانت 
جدا شده از پساب صنایع نساجی، برای رنگ زدایی رنگزا های 
آن ها،  نتایج  بر  بنا  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  نساجی  آزوی 
سه سویه هالوموناس، توانایی رنگ زدایی رنگزا های آزو را در 
درصد  از 20  )بالاتر   NaCl نمک  غلظت  از  وسیعی  گستره 
وزنی-حجمی(، دمای بین 40-25 درجه سانتی گراد، pH بین 
استاتیک  از چهار روز گرمخانه گذاری در کشت  بعد   11-5

 .)Asad et al., 2007( نشان دادند

 Hafshejani et al  . )2014( توسط  شده  انجام  پژوهش  در 
توسط   Direct Blue  - 71 رنگزا  حذف زیستی  بهینه  شرایط 
از  استفاده  با   Pseudomonas aeruginosa میکروارگانیسم 
روش سطح پاسخ )RSM( و در نظر گرفتن 3 متغیر بررسی 
شد. در این تحقیق بمنظور دستیابی به ماکزیمم میزان حذف 
انکوباسیون )20-45  رنگزا، متغیرهای مختلف نظیر دمای 
درجه سانتی گراد(، pH محلول )10-5( و غلظت اولیه رنگزا 
)25-150 میلی گرم بر لیتر( بررسی شدند. مطابق نتایج به 
دست آمده، شرایط بهینه با استفاده از RSM، دمای 35/15 
درجه سانتی گراد، pH برابر با 8/01 و 49/95 میلی گرم بر 
لیتر برای غلظت رنگزا به دست آمد که میزان حذف رنگزا در 
 Hafshejani et( این شرایط 84/8 درصد محاسبه شده است
al., 2014(. در فرآیندهای حذف رنگزا، تعیین شرایط بهینه 
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که منجر به بالاترین میزان حذف رنگزا می شود از هدف های 
عمده  بطور  قبلی  تحقیق های  در  که  می باشد  مهم  بسیار 
مطالعات با روش یک فاکتور در یک زمان انجام شده است 
نمی شود. همچنین  بهینه  شرایط  یافتن  به  منجر  لزوماً  که 
وجود یک رابطه و تابع برای تعیین میزان حذف زیستی رنگزا 
و وضعیت اثرگذاری متغیرهای تداخلی و اثر های تقابلی آن ها 
در این فرآیند بسیار دارای اهمیت است. طراحی آزمایش ها، 
روشی سازمان  یافته ای است که برای به دست آوردن اطلاعاتی 
رابطه ای  تعیین  و  آن ها  متقابل  تأثیر های  فاکتورها،  درباره 
میان فاکتورهای مؤثر بر یک فرآیند و پاسخ )خروجی( آن 
فرآیند مورد استفاده قرار می گیرد. روش طراحی آزمایش ها، 
روشی آماری است که بر پایه آنالیز واریانس بنا شده است. 
بین متغیرها  از ترکیب های ممکن  تعدادی  این روش ها  در 
آماری  ارزیابی  با  آزمایش ها  انجام  از  پس  و  شده  انتخاب 
می گردد تعیین  بهینه  شرایط  آمده،  به دست   پاسخ های 

)Montgomery, 2006; Bezerra et al., 2008(. روش سطح 

پاسخ )RSM( یکی از مهم ترین روش های آماری چند متغیره 
است که در مدل سازی و طراحی آزمایش های مختلف کاربرد 
رویکردهای  از  مجموعه ای  بعنوان  پاسخ  سطح  روش  دارد. 
پاسخ ها  و  فاکتورها  بین  روابط  بیان  برای  آماری  و  ریاضی 
تعریف شده است. فاکتورها، متغیرهایی هستند که مي توانند 
بصورت مستقل تغییر یابند. در حالی که، پاسخ ها یا متغیرهای 
وابسته، مقادیر اندازه گیری شده و به دست آمده از آزمایش ها 
هم زمان  بطور  که  است  این  تکنیک  این  هدف  می باشند. 
بهترین  آوردن  به دست  برای  متغیرها  تمامی  سطح های 

.)Myers et al., 2016( عملکرد سیستم بهینه سازی شود
این حوزه  انجام شده در  قبلی  تحقیق های  آنجائی که در  از 
از روش یک فاکتور در یک زمان استفاده شده است و این 
و  نداشته  دقیق  بهینه سازی  قابلیت  معمول  بطور  روش ها 
و  مهم  عامل های  از  که  متغیرها  تداخلی  اثر های  همچنین 
مطالعه  در  می گیرند،  نادیده  را  می باشد  فرآیند  در  اثرگذار 
حاضر، هدف مدل سازی و بهینه سازی میزان حذف رنگزای 
تولوئیدین قرمز بعنوان آلاینده و تنها منبع کربن و انرژی، 
نمک دوست  باکتری  توسط  سنتزی  رنگزای  پساب  یک  از 
این  برای  است.  ایستا  روش کشت  با   D2 سویه  هالوموناس 

منظور اثر 4 متغیر غلظت رنگزا، غلظت نمک، pH و دما در 
طرح  سیستماتیک  روش  از  استفاده  با  میزان حذف زیستی 
آزمایش سطح پاسخ و ترکیب مرکزی برای اولین بار مورد 

مطالعه و بهینه سازی قرار گرفته است.

مواد و روش ها
پساب سنتزی

مدل  یک  بعنوان  قرمز،  تولوئیدین  رنگزا  پژوهش  این  در 
 Ciba Geigy تحقیقاتي از رنگزا های آزو، از نماینده شرکت
GmbH )کشور سوئیس( خریداری شده و بعنوان تنها منبع 

کربن و انرژی در محیط کشت مورد استفاده قرار گرفت. محلول 
غلیظ رنگزا با حل کردن پودر رنگزا در حلال DMF )مرک، 
آلمان( تهیه شد. پساب سنتزی و محیط کشت مورد استفاده 
 )1(  ،  KNO3  )5( معدني  نمک هاي  شامل  تحقیق  این  در 

 KH2PO4  )0/54(  ،  K2HPO4.3H2O  )0/87(  ،)NH4(2SO4

 )0/01( ،  CaCl2.2H2O )0/02(،   MgSO4.7H2O )0/2(  ،
)برحسب g/lit( در  MnSO4.H2O )0/005( ،  FeSO4.7H2O

Mohar�( هآزمایش های تجزی  زیستی مورد استفاده قرار گرفت
rery et al., 2012; Moharrery et al., 2019(. محیط کشت 

نمک های معدنی در اتوکلاو با دمای 120 درجه سانتی گراد و 
فشار 1/2 بار استریل شده و پس از تنظیم pH مورد استفاده 
 HCl و NaOH  محلول های ، pH قرار گرفت. جهت تنظیم
)یک نرمال( جداگانه استریل شده و با توجه به pH مورد نظر، 
به محیط پایه اضافه شدند. سورفکتانت توئین 80 )%0/25( 
نیز در فرآیند حذف رنگزا استفاده شد. مواد مورد استفاده در 
این پژوهش شامل نمک های معدنی، حلال ها و محلول اسید 

و باز از شرکت مرک آلمان تهیه شدند.

میکرو ارگانیزم نمک دوست
هالوموناس  نمک دوست  میکروارگانیزم  پژوهش،  این  در 
سویه D2  که پیشتر توسط یک گروه تحقیقاتی در دپارتمان 
میکروبیولوژی دانشگاه تهران جداسازی و شناسایی شده بود 

بمنظور حذف رنگزا استفاده شد.

آزمایش های حذف زیستی رنگزا تولوئیدین قرمز
از   15  ml تجزیه زیستی،  آزمایش های  بررسی  بمنظور 
با  آزمایش  لوله های  درون  معدنی  نمک های  محیط کشت 
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حجم ml 35ریخته شده و پس از تنظیم pH و افزودن رنگزا 
باکتري  تلقیح سویه  بود،  استریل شده  بصورت جداگانه  که 
 Asad et( به لوله های آزمایش انجام شد D2 هالوموناس سویه
al., 2007; Moharrery et al., 2012(. پس از تلقیح، لوله ها به 

مدت 10 روز در شرایط ایستا گرماگذاري شدند تا فرآیند حذف 
و تجزیه زیستی رنگزا صورت گیرد. در این پژوهش 4 متغیر 
5/5-( pH ،)10-2%( غلظت نمک )10-30ppm( غلظت رنگزا

9/5( و دما )20º C-40( در نظر گرفته شدند براساس طرح 
آزمایش پیشنهادی با روش رویه پاسخ 30 آزمایش انجام و در 
هر مورد تابع هدف میزان حذف زیستی رنگزا توسط باکتری 
هالوموناس سویه )D2 )Y اندازه گیري شد. کلیه آزمایش ها با 
3 مرتبه تکرار انجام شده اند و همچنین آزمایش کنترل بدون 

تلقیح میکروبی نیز مورد بررسی قرار گرفت.

روش اندازه گیری غلظت رنگزا در پساب
در این تحقیق، برای اندازه گیری غلظت رنگزا باقیمانده در فاز آبی، 
از روش اسپکتروفتومتری استفاده شده است. برای این منظور 
محیط کشت  از   3ml کافی،  اختلاط  و  لوله ها  هم زدن  از  پس 
 Hettich, Micro( نمونه برداری شده و با استفاده میکروسانتریفیوژ
200R,Germany( با دور rpm 7500 برای مدت زمان 5 دقیقه 

سانتریفیوژ شده و سلول های باکتری از آن جدا شده و جذب نوری 
 Varian( 490 توسط اسپکتروفتومترnm مایع رویی در طول موج
cary 100, USA( قرائت و میزان حذف رنگزا با استفاده از رابطه 

 Wang et al., 2009; Moharrery et al.,( 1 محاسبه شده است
.)2012

)1(

نتایج و بحث
میزان حذف زیستی رنگزا از پساب سنتزی 

تعداد 30 آزمایش، برای بررسي میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا با  
در نظر گرفتن متغیرها در سطح های مختلف انجام شد که در 
هر یک از آن ها، پاسخ بعنوان تابع هدف، میزان تجزیه زیستی 
پساب رنگزا در نظر گرفته شد. در این شرایط تنها با انجام 

تعداد محدود آزمایش، مدلي از نوع تابع درجه دوم براي میزان 
تجزیه زیستی پساب رنگزا پیشنهاد می شود که بخوبي می تواند 
اثر هر یک از متغیرهای انتخاب شده و اثر های تداخلی آن ها را در 
پاسخ بررسی کند. با استفاده از تابع و مدل به دست آمده مي توان 
میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا را در سطح های مختلف هر 
یک از متغیرها در بازه انتخاب شده تعیین کرد و همینطور 
مقادیر هر یک از متغیرها در نقطه بهینه که بالاترین میزان 
نمود.  مشخص  را  می افتد  اتفاق  رنگزا  پساب  زیستی  تجزیه 
مقادیر مربوط به میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا بنابر طرح 
آزمایش  اولیه با استفاده از نرم افزار  Design Expert نسخه 7، 
برای 30 آزمایش پیشنهاد شده و در شرایط مختلف متغیرهای 
نتایج  بررسی شد که  غلظت رنگزا، غلظت نمک، pH و دما 

مربوطه در جدول 1 نشان داده شده است.

تجزیه زیستی  میزان  در  مختلف  مدل هاي  بررسي 
پساب رنگزا

براي تحلیل و آنالیز آماري نتایج میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا به 
دست آمده، از نرم افزار آماري Design�Expert نسخه 7 استفاده 
شده است. در این تحقیق، ابتدا بهترین مدل براي بررسی میزان 
تجزیه زیستی پساب رنگزا انتخاب و سپس با استفاده از مدل به 
دست آمده، شیوه اثرگذاري هر یک از متغیرهای در نظر گرفته 
شده بررسي می شود. مطابق نتایج به دست آمده از جدول 2، مدل 
درجه دوم توسط نرم افزار پیشنهاد شده است. از منظر مدل سازی 
آماري، بهترین مدل، مدلی است که شامل چند جمله اي با بالاترین 
 p درجه باشد که در آن بیشترین ترم ها در پاسخ اثرگذار )مقدار

کمتر از 0/01( هستند.

میانگین  مربعات،  مجموع  ابتدا  نتایج  تحلیل  و  تجزیه  براي 
مربعات، مقدار F و مقدار p )احتمال(  هر متغیر در مدل هاي 
 p مقادیر  براساس  نتایج  سپس  و  مي شود  محاسبه  مختلف 
تحلیل می شوند و اثر هر یک از متغیرهای اصلی بطور مجزا 
و اثر تداخلی آن ها بر میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا تعیین 
می شود. نتایج مربوط به آنالیز واریانس )ANOVA( که براي 
نتایج میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا با استفاده از نرم افزار 
محاسبه شده در جدول 3 نشان داده شده است. مطابق نتایج 
جدول 3، مقدارF  و p مربوط به مدل برای تجزیه زیستی پساب 
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جدول 1- درصد حذف رنگزا از پساب سنتزی توسط هالوموناس سویه D2 پس از زمان 10 روز
Table 1. Removal percentage of dye from synthetic wastewater by Halmonase strain D2 after 10 days

آزمایش
Run

غلظت رنگزا
Dye conc.

غلظت نمک
NaCl conc.

pH دما
Temperature

درصد رنگبری
Dye removal (%)

1 15 4 8.5 25 40.6
2 20 6 7.5 30 39.1
3 15 8 6.5 35 24.3
4 20 6 7.5 30 33.7
5 15 4 8.5 35 65.6
6 25 4 8.5 25 29.3
7 25 4 8.5 35 60.3
8 20 6 7.5 30 41.1
9 25 4 6.5 35 65.5
10 30 6 7.5 30 36.2
11 10 6 7.5 30 24.3
12 20 10 7.5 30 5.9
13 20 6 7.5 20 34.7
14 25 8 6.5 35 30.4
15 15 4 6.5 35 41.8
16 15 8 8.5 35 26.7
17 15 4 6.5 25 30.1
18 20 6 7.5 40 59.2
19 20 2 7.5 30 35.2
20 20 6 9.5 30 38.9
21 25 8 6.5 25 28.8
22 15 4 6.5 25 27.8
23 20 6 5.5 30 38.7
24 15 8 6.5 25 13.7
25 25 8 8.5 25 18.5
26 20 6 7.5 30 40
27 25 8 8.5 35 19.9
28 15 8 8.5 25 24.3
29 20 6 7.5 30 40.1
30 20 6 7.5 30 39.7

رنگزا به ترتیب 37/63 و کوچکتر از 0/0001 است و مقدار 
p�value  در سطح معناداري 0/01 قرار دارد بنابراین می توان 

انتخابي  نتیجه گرفت که مدل بشدت معنادار است و مدل 
مدل بسیار مناسب و با دقت بالا براي برازش نتایج و داده هاي 
آزمایشگاهي مي باشد. با توجه به مقادیر p به دست آمده براي 
متغیرهای مختلف مشخص مي شود که دو متغیر اصلی غلظت 
نمک و دما، اثر معناداري بر میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا در 
سطح %1 داشته اند و دو متغیر غلظت رنگزا و pH احتمالاً در 

میزان تجزیه زیستی تأثیرگذار هستند. بیشترین تأثیر مربوط 
به غلظت نمک بوده است. همچنین ترم های دوتایي )متقاطع( 
 ،)BC( pHغلظت نمک و ، )AC( pH مربوط به غلظت رنگزا و
غلظت نمک و دما )BD(، بر میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا 
)در سطح %5( تأثیرگذار می باشند. کیفیت مدل چندجمله اي 
در برازش نمودن داده ها با ضریب تعیین R2 بیان مي گردد 
که این میزان براي مدل درجه دوم پیشنهاد شده برابر 0/96 
محاسبه شده که نشان دهنده دقت بالای مدل در برازش 
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جدول 2- انتخاب بهترین مدل براي بررسی میزان رنگ بری از پساب رنگزا
Table 2. Selection of the best model for examination of decolorization percent 

نتایج آزمایشگاهی است.
آنالیز  جدول  از  آمده  دست  به  نتایج  از  استفاده  با  ادامه  در 
واریانس با روش سطح پاسخ، تابع چند جمله اي درجه دوم 
برای میزان درصد حذف رنگزا از پساب در مدت زمان 10 روز 

مطابق رابطه 2 به دست آمد.

 

 )2(                         2 )دما( × 0/077 + 2 )غلظت نمک(× 1/166

با  رنگزا  پساب  تجزیه زیستی  میزان  بررسي  در  متوسط خطا 
استفاده از مدل مطرح شده و داده هاي آزمایشگاهي بطور متوسط 
9/9 درصد بوده است که نشان دهنده این است که نتایج مدل 
به دست آمده و داده هاي آزمایشگاهي مطابقت بسیار خوبي با 
یکدیگر دارند و مدل مي تواند بطور مناسب و با اطمینان کافي 
مورد استفاده قرار گیرد. شکل 1 رابطه بین میزان تجزیه زیستی 
پساب رنگزا با استفاده از داده هاي آزمایشي و مقادیر به دست آمده 
توسط مدل مطرح شده را نشان مي دهد. همانطور که مشخص 
است میزان اختلاف نتایج در همه آزمایش مختلف انجام شده، 
قابل توجه نبوده است که این مطلب نیز نشان مي دهد که نتایج 
مدل و داده هاي آزمایشگاهي مطابقت بسیار خوبي با یکدیگر 

دارند و مدل مي تواند با اطمینان مورد استفاده قرار گیرد.

حذف  میزان  در  اصلی  متغیرهای  اثرهای  بررسی 
رنگزا

نحوه تأثیر هریک از متغیرهای اصلی بر میزان تجزیه زیستی 
پساب رنگزا در شکل 2 نشان داده شده است. مطابق شکل 
اندکی  تجزیه زیستی  میزان  رنگزا،  غلظت  افزایش  2 با   )A(
افزایش یافته و سپس تغییر چندانی نداشته است که دلیل 
رنگزا )سوبسترا(  افزایش غلظت  با  افزایش میزان حذف  آن 
بعنوان تنها منبع کربن و انرژی است. امینی و همکاران در 
سال 2019 در بررسی تجزیه زیستی رنگزای تولوئیدین قرمز 
نشان دادند که با افزایش غلظت رنگ، میزان تجزیه زیستی نیز 
 )B( مطابق شکل .)Amini et al., 2019( افزایش یافته است
2 با افزایش غلظت نمک، میزان تجزیه زیستی و حذف رنگزا 
تا غلظت %5 ثابت بوده و سپس کاهش یافته است که احتمالاً 
این مسأله بدلیل بازدارندگی نمک بر فعالیت میکروارگانیزم 
و در نتیجه کاهش راندمان آن می باشد. ولی نتیجه بررسی 
این متغیر نشان دهنده رشد و فعالیت این باکتری تا غلظت 
%5 نمک بوده که می تواند در شرایط هالوفیل و محیط های 
شور بخوبی مورد استفاده قرار گیرد. بطور مشابه در تحقیقی 
اثر  و  آزو  رنگزای  حاوی  پساب  تصفیه زیستی  با  ارتباط  در 
میزان شوری نشان داده شد که با افزایش غلظت نمک تا 5 
گرم بر لیتر، میزان حذف زیستی ماده رنگزا افزایشی و سپس 

مبنا
Source

مجموع مربعات
Sum of squares

درجه آزادی
df

میانگین مربعات
Mean square

F مقدار
F-value

p مقدار
p-value

متوسط و کل
Mean vs. Total

36428.71 1 36428.71

خطی و متوسط
Linear vs. Mean

3264.11 4 816.0275 10.316 0.0001<

تداخلی و خطی
2FI vs. Linear

840.2075 6 140.0346 2.339 0.0733

درجه دوم و تداخلی
Quadratic vs. 2FI

897.5438 4 224.386 14.040 0.0001< مدل پیشنهادی
Proposed model

درجه سوم و درجه دوم
Cubic vs. Quadratic

190.355 8 23.79438 3.374 0.0633

باقیمانده
Residual

49.35833 7 7.05119

کل
Total

41670.28 30 1389.009
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 جدول 3-آنالیز واریانس مربوط به تجزیه زیستی پساب رنگزا
Table 3. Analysis of variance table for decolorization of dye wastewater

مبنا
Source

مجموع مربعات
Sum of squares

درجه آزادی
df

میانگین مربعات
Mean square

F مقدار
F-value

p مقدار
p-value

وضعیت تأثیر متغیرها
Effectiveness of variables

مدل
Model

4989.64 10 498.96 37.63 <0.0001 مناسب
Significant

غلظت رنگ
.A�Color conc

44.83 1 44.83 3.38 0.0817
متغیر احتمالاً مؤثر

 Possibly significant
factor

غلظت نمک
.B�NaCl conc

2090.67 1 2090.6 157.67 <0.0001 متغیر مؤثر
Significant factor

پی اچ
C�pH

43.2 1 43.2 3.26 0.0869
متغیر احتمالاً مؤثر

 Possibly significant
factor

دما
.D�Temp

1085.41 1 1085.4 81.86 <0.0001 متغیر مؤثر
Significant factor

AC 283.92 1 283.92 21.41 0.0002 برهم کنش مؤثر
Significant interaction

BC 140.42 1 140.42 10.59 0.0042 برهم کنش مؤثر
Significant interaction

BD 404.01 1 404.01 30.47 <0.0001 برهم کنش مؤثر
Significant interaction

A2 140.18 1 140.18 10.57 0.0042
درجه دوم متغیر مؤثر

significant quadrat�
ic variable

B2 608.69 1 608.69 45.9 <0.0001
درجه دوم متغیر مؤثر

significant quadrat�
ic variable

D2 105.11 1 105.11 7.93 0.011
درجه دوم متغیر مؤثر

significant quadrat�
ic variable

باقیمانده
Residual

251.94 19 13.26

عدم برازش
Lack of fitness

216.74 14 15.48 2.2 0.1968 غیر مؤثر
Not significant

خطای خالص 
Pure error

35.19 5 7.04

جمع کل
Total

5241.57 29

 کاهشی بوده است )Guo et al., 2008(. با توجه به نتایج شکل
 )C( 2 می توان گفت که فعالیت میکروارگانیزم هالوموناس مورد 
 pH افزایش یافته است که دلیل آن  pH با افزایش استفاده 
بهینه و مناسب برای رشد باکتری مورد استفاده است. بطور 
مشابه، )Mahmoud et al. )2016 در بررسی حذف رنگ آزوی 
قرمز توسط قارچ آسپرژیلوس نایجر نشان دادند که با افزایش 
میزان pH از 1 تا 7، میزان رنگبری افزایش محسوس داشته 
است و با تغییر pH از 7 به 9 میزان رنگبری، افزایش بسیار 

کمی داشته است )Mahmoud et al., 2016(. مطابق شکل 
)D( 2  با افزایش دما از 25 به 35 درجه سانتي گراد، میزان 
این  که  است  کرده  پیدا  افزایش  رنگزا  پساب  تجزیه زیستی 
مسأله بدلیل فعالیت بیشتر میکروارگانیزم در دمای بالاتر و 
افزایش فعالیت آنزیمي برای تجزیه زیستی می باشد. در تحقیق 
های قبلی، نتیجه مشابه در مورد تأثیر دما بر فرآیند رنگبری 
توسط   acid orange 10 و   disperse blue 79 رنگزای  دو 
است شده  مشاهده   Bacillus fusiformis KMK5  باکتری 
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D2 شکل 1- گراف داده  هاي آزمایشگاهي برحسب مقادیر پیش بینی توسط مدل برای درصد حذف رنگزا توسط سویه
Fig. 1- Graph of the actual response values versus the predicted response values obtained by model for 

decolorization percent by strain D2 

)C)،  pH )D) دما ،)B) غلظت نمک ،)A) شکل 2- بررسی تأثیر متغیرهای اصلی بر میزان حذف رنگزا از پساب ، غلظت رنگزا
Fig. 2- The effect of the main variables on the decolorization of wastewater (A) color conc. (B) NaCl Conc. (C) 

temperature (D) pH

 )Kolekar et al., 2008(. در مجموع با توجه به نتایج می توان 

گفت که بیشترین تأثیر مربوط به غلظت نمک و سپس دما 
بوده است.

در  دوتایی  متغیرهای  برهمکنش  تأثیر  بررسی 
میزان حذف رنگزا

در شکل 3 نمودارهاي سه بعدي مربوط به اثر های متغیرهاي 
تجزیه زیستی  میزان  بر  برهم کنش آن ها  و  معنادار  تایي  دو 
شکل ها  این  بررسي  با  است.  شده  داده  نشان  رنگزا  پساب 

مي توان به روشنی، برهم کنش متغیرها و نقش آن ها در میزان 
تجزیه زیستی پساب رنگزا را بطور کیفي بررسي نمود. براي 
بالاتر  اگرچه در دمای  از شکل 3 مي توان دریافت که  مثال 
میزان حذف رنگزا بیشتر بوده ولی در این دما، افزایش غلظت 
نمک تأثیر بیشتری بر میزان حذف رنگزا داشته است و روند 

کاهشی با شیب تند مشاهده می شود. 

مطابق شکل  )A( 4 برهم کنش دو متغیر pH و غلظت رنگزا 
بر میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا نقش مؤثر داشته است. در 
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)B) و نمودار اثر های تداخلی )A) شکل3-  اثر تداخلي دو متغیر مستقل دما و غلظت نمک و تأثیر آن ها بر میزان حذف رنگزا، گراف سه بعدی
Fig. 3- Interaction effect of two independent variables, NaCl concentration and temperature and their effect on 

decolorization percent, 3D surface (A) and interaction (B)

pH اولیه محیط کشت معادل 6/5 و شرایط اسیدی، با افزایش 

غلظت رنگزا، میزان حذف زیستی رنگزا افزایش یافته است در 
حالی که در pH بازی اولیه محیط معادل 8/5، افزایش غلظت 
رنگزا تأثیر منفی بر میزان حذف رنگزا داشته است بنابراین 
می توان گفت تولید متابولیت های میانی در حین فرآیند که خود 
بر pH محیط اثرگذار هستند و موجب تغییر آن می شوند بسیار 
روی فرآیند رنگ بری مؤثر بوده و بنابراین نمی توان فرآیندهای 
مشابه را بصورت یک فاکتور در یک زمان مطالعه کرد و حتماً 
باید اثر های تداخلی و برهمکنش متغیرها لحاظ شود. بطور 
مشابه مطابق شکل )B( 4 در هر دو pH مورد استفاده، با افزایش 
غلظت نمک میزان رنگ بری کاهش یافته، ولی در غلظت های 
نمک کمتر از pH ،7% قلیایی شرایط بهتری برای حذف رنگزا 

نشان می دهد.
بهینه سازي  میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا

به  منجر  آزمایشگاهی که  بهینه سازي شرایط  نتایج  ادامه  در 

بیشترین میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا می شود انجام شد. با 
توجه به نتایج و مطابق شکل 5 بیشترین میزان تجزیه زیستی 
 62/4 میزان  به   D2 سویه  هالوموناس  باکتری  توسط  رنگزا 
 درصد تجزیه زیستی در غلظت رنگزا و غلظت نمک  به ترتیب

درجه  دماي 35  معادل 8/5،   pH درصد،  و 4   16/81  ppm

سانتي گراد مشاهده شد و این نقاط شرایط نقطه بهینه می باشند. 
این نتیجه تطابق خوبی با تحقیق قبلی ما در مورد استفاده از 
باکتری هالوموناس سویه Gb در حذف رنگزا تولوئیدین قرمز 
دارد. در تحقیق قبلی بر اساس روش رویه پاسخ، بیشترین میزان 
 ppm حذف زیستی رنگزا در روز دهم معادل % 68 در غلظت
25مشاهده شده است که نشان دهنده عملکرد و توانایی به 
نسبت ضعیف تر سویه D2نسبت به سویه Gb در حذف رنگزای 
 D2 تولوئیدین قرمز است. البته بنا بر نتایج می توان گفت سویه
مورد استفاده در این تحقیق برای شرایط بازی مناسب تر بوده 
در حالیکه سویه Gb عملکرد بهتر در pHهای اسیدی از خود 
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pH ب( غلظت نمک و) pH شکل 4- نمودار اثر های تداخلی متغیرهای دوتایی (الف( غلظت رنگزا و
Fig. 4- Interaction effects of two independent variables, (A) color conc. And pH (B) NaCl concentration and pH

نشان می دهد )Amini et al., 2019(. به طور کلی می توان گفت 
که مطالعات در مورد بهینه سازی میزان تجزیه زیستی رنگزا و 
بررسی نحوه تأثیر متغیرهای مختلف بر آن در تحقیق های قبلی، 
بسیار کم است و بیشتر تحقیق های قبلی با روش کلاسیک یک 
 Moharrery فاکتور در یک زمان بررسی شده است. برای مثال

)et al. )2012 در بررسی میزان تجزیه زیستی رنگزا تولوئیدین 

 D2 قرمز با استفاده از باکتری نمک دوست هالوموناس سویه
نشان دادند که با افزایش دما در 25 به 35 درجه سانتی گراد 
افزایش پیدا کرده است  تولوئیدین قرمز،  میزان حذف رنگزا 
و بالاترین میزان حذف در دمای 35 درجه سانتی گراد اتفاق 

شکل 5-  نتایج بهینه سازی میزان تجزیه زیستی پساب رنگزا
Fig. 5- Optimization results for decolorization of synthetic dye wastewater
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افتاده است و همچنین شرایط بهینه تجزیه زیستی در تحقیق 
25 ، غلظت نمک   ppm از غلظت رنگزا آن ها عبارت است 
5 درصد و دمای 35 درجه سانتی گراد و pH معادل 6/5 که 
در این شرایط 80 درصد از رنگزا موردنظر حذف شده است 
تحقیق  با  حاضر  مطالعه  نتایج   .)Moharrery et al., 2012(

بررسی  در  آن ها  دارد.  خوبی  مطابقت   Asad et al. )2007(

 D2 حذف رنگزا ریمازول بلک توسط میکروارگانیزم هالوموناس
نتیجه گرفتند که با افزایش دما از 25 تا 35 درجه سانتی گراد، 
میزان حذف رنگزا افزایش یافته است و بطور مشابه، در تحقیق 
حاضر، بیشترین میزان تجزیه زیستی رنگزا در دمای 35 درجه 

.)Asad et al., 2007( سانتی گراد مشاهده شده است

نتیجه گیری
در این تحقیق بهینه سازی تصفیه زیستی پساب رنگزا حاوی 
هالوموناس  نمک دوست  باکتری  توسط  قرمز،  تولوئیدین 
و  پاسخ  رویه  روش  از  استفاده  با  بار  اولین  برای   D2 سویه 
میزان  برای  تابعی  است.  شده  مطالعه  میانی  ترکیب  طرح 
روز در کشت حالت  رنگزا در مدت زمان 10  حذف زیستی 
ایستا بر حسب 4 متغیر انتخابی غلظت رنگزا، غلظت نمک، 
pH و دما بیان شد. با توجه به جدول آنالیز واریانس، دو متغیر 

حذف زیستی  میزان  در  تأثیر  بیشترین  دما  و  نمک  غلظت 

رنگزا توسط باکتری را داشته و غلظت رنگزا و pH احتمالاً 
تأثیرگذار بوده اند و همچنین می توان گفت که متغیرها بر 
تابع درجه  ادامه یک  در  دارند.  متقابل  تأثیر  یکدیگر  روی 
میزان  پیش بینی  برای  انتخابی  متغیرهای  حسب  بر  دوم 
حذف  زیستی رنگزای تولوئیدین قرمز با قابلیت برازش بسیار 
خوب پیشنهاد شد. در مجموع از نتایج به دست آمده از این 
آلاینده ها،  تصفیه زیستی  فرآیندهای  گفت  می توان  تحقیق 
بویژه پساب های آلوده به رنگزا را اغلب نمی توان بصورت یک 
فاکتور در یک زمان مورد مطالعه قرار داد و بی گمان باید 
اثر های تداخلی و برهم کنش متغیرها لحاظ شود. در پایان 
مورد  نمک دوست  باکتري  بالاي  توانایي  نشان دهنده  نتایج 
عملکرد  می تواند  که  بوده  رنگزا  تجزیه زیستي  در  استفاده 

موفقی در محیط های با شوری بالا داشته باشد.

پی نوشت ها
 1)Material safety data sheet: MSDS(         اطلاعات ایمنی

مواد شیمیایی
 2)Central composite design: CCD(     طرح ترکیب مرکزی
3)Response surface methodology: RSM( روش سطح پاسخ 
4)One factor at a time: OFAT(       یک فاکتور در یک زمان
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Introduction:Nowadays, the industrial effluents contain mineral and organic hazardous materials such as phenols, heavy 
metals, and dyes, which are carcinogenic and poisonous compounds even at low concentrations. An increase in such com�
ponents especially dyestuffs in the environment makes the remediation of these pollutants valuable. Toluidine Red is a 
pigment containing azo groups, which is invasively used in different industries. There are several chemical, physical, bio�
logical, optical, and combinational methods for different pollutant removal from the environment. In recent years, the bi�
oremediation technique has been considerably developed as an effective method in pollutant removal. Therefore, the goal 
of this study was to optimize the Toluidine Red removal from the synthetic dyes wastewater by Halomonas strain D2 in 
static culture conditions. In this survey, optimization and variables’ effectiveness study was performed by the response 
surface methodology )RSM(.

Material and methods: In this research, the effectiveness status of variables and optimum conditions were studied by the 
statistical approach of Design Expert V.7 software. Biodegradation of dye was investigated by 30 experiments according 
to the Central Composite Design )CCD( and RSM. According to previous related research performed by one factor at time 
(OFAT), the effects of four variables of dye concentration, NaCl salt concentration, pH, and temperature on bioremediation 
at 10�30 ppm, 2�10 %, 5.5�9.5 and 20�40 ͦ C, respectively, were studied. Bioremediation experiments in the aqueous phase 
of the synthetic model effluent have been performed in shake flask scale and static culture condition in an incubator for 10 
days. Then the analysis of the resulted data was performed by analysis of variance. 

Results and discussion: According to the results and analysis of variance, salt concentration and temperature are the most 
significantly effective variables on bioremediation in the studied range while pH and dye concentration were probably 
less significant. Furthermore, the interactive effect of dye concentration and pH, salt concentration and pH as well as salt 
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concentration and temperature were in a 95% effectiveness possibility limit. On the other hand, the maximum dye removal 
was observed on the 10th day of the experiment with 62.4%. The optimum condition for bioremediation was observed at a 
pH of 8.5, the temperature of 35 ͦ C, and salt and dye concentrations of 4% and 16.8 ppm, respectively. By RSM, a correla�
tion of second order for dye removal percentage after 10 days was presented with R2 equal to 0.95. The average error of the 
proposed correlation and real experimental data was about 9.9%. 

Conclusion: The second-order correlation proposed in this paper can effectively predict the different operational condition 
effects on removal of Toluidine Red by Halomonas strain D2 that is a useful bacterium in dye biodegradation. Comparing 
this survey with our previous study, which was about decolorization by Gb strain, shows that the optimum condition is dif�
ferent for each strain type. On the other hand, D2 strain performance was higher in the basic condition in comparison with 
strain Gb, however, in acidic conditions, the Gb strain’s performance was better. 

Keywords: Halomonas strain D2, Industrial effluents, Bioremoval, Toluidine Red, Optimization.


