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 در يـك راكتـور   5 راكتيـو زدايـي رنگينـه سـياه     رنگ. آنزيمي به طور تجربي مورد بررسي قرار گرفته است    زدايي    روش رنگ  تحقيق،در اين   

 pHي همچـون غلظـت آب اكـسيژنه،    عواملبراي اين منظور    . همزده با استفاده از پراكسيداز قارچي كپرينوس سينريوس مطالعه شده است          

در نهايـت بـازده     . انـد   مورد بررسي قـرار گرفتـه      5 راكتيوزدايي رنگينه سياه     رنگمحلول رنگي، غلظت محلول رنگي و فعاليت آنزيمي براي          

شد   به محيط واكنش به طور پيوسته وارد ميراكتيو رنگينه سياه ،در اين حالت. شد  درصد مشاهده67زدايي در شرايط راكتور زيستي  رنگ

 و غلظت رنگ و غلظـت آب اكـسيژنه بـه         8 محيط واكنش برابر با      pHناً  ضم. طور ناپيوسته بود  ه  و افزودن آب اكسيژنه و آنزيم پراكسيداز ب       

  . بودmM 96,1 و ppm 40ترتيب 
 

  .، كپرينوس سينريوس5 راكتيوزدايي آنزيمي، پراكسيداز، سياه  زدايي، رنگ رنگ :هاي كليدي واژه
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This research reports on the examination of enzymatic decolorization. Decolorization of Reactive Black 5 using fungal 

peroxidase obtained from Coprinus Cinereus was studied in a stirred tank reactor. Effect of several parameters including 

hydrogen peroxide concentration, pH, dye concentration and enzyme activity on the decolorization of Reactive Black 5 was 

investigated. Dye decolorization efficiency of 67% was achieved under continuous feeding of dye solution and stepwise 

addition of hydrogen peroxide and peroxidase enzyme. Under this condition, pH value, dye and hydrogen peroxide 

concentrations were 8.0, 40 ppm and 96.1 mM, respectively. J. Color Sci. Tech. 5(2011), 11-20 © Institute for Color Science 

and Technology. 
 

Keywords: Dye decolorization, Enzymathic decolorization, Peroxidase, Reactive black 5, Coprinus cinereus. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  نيا حميدرضا كريمي و محمد منصوري مجومرد     12

  Journal of Color Science and Technology(2011)  )1390(علوم و فناوري رنگ علمي ـ پژوهشي  نشريه 

  ـ مقدمه1

 بـه طـور اتفـاقي اولـين         1 ميلادي ويليام هنري پـركين     1856در سال   

در اواخـر قـرن نـوزدهم،       . ]1[رنگينه مصنوعي تجـاري را كـشف كـرد        

ي مـصنوعي بـه     هـا   رنگينـه .  رنگينه مصنوعي ساخته شده بود     10000

اي در رنگرزي الياف نساجي، چاپ كاغذ، عكـس رنگـي،    ميزان گسترده 

 ].2[شود ميايي و آرايشي و صنايع ديگر استفاده        صنايع داروسازي، غذ  

 هزار تن 800 در سراسر دنيا به 1990ميزان كل توليد رنگينه در سال       

 نـوع رنگينـه و   10000امـروزه در جهـان بـيش از    ]. 3[ در سال رسيد  

 100000از مجموع بيش از     ,  مختلف در صنايع نساجي و چاپ      رنگدانه

، كشورهاي هنـد، چـين،      2000سال  در حدود   ]. 4[ رود مينوع به كار    

 هـزار تـن رنگينـه       600كره جنوبي و اروپاي شرقي سـالانه در حـدود           

 توجه به اين نكته حائز اهميت است كـه حـداقل         ].5[كردند ميمصرف  

 درصد از رنگينه استفاده شده در صنايع مختلف از طريق ضايعات و   10

 15داكثر تـا     كه اين مقدار ح    ،]6[ گردد ميفاضلاب وارد محيط زيست     

ي هـا    در غلظت  ها  طور معمول رنگينه  ه  ب ].7[ درصد گزارش شده است   

غلظـت متوسـط رنگينـه در       .  قابـل تـشخيص هـستند      mg/l 1بالاتر از   

  گزارش شده است   mg/l 300فاضلاب خروجي از صنايع نساجي حدود       

 حتـي در مقـادير بـسيار        هـا    وجود رنگينه  ظاهري علاوه بر آثار بد      ].8[

ــسياري از ،)COD (2ايش خواســت اكــسيژن شــيمياييانــدك و افــز  ب

 زا هـستند   ي سنتزي سمي، عامل جهـش ژنتيكـي و سـرطان          ها  رنگينه

ي بـسياري بـراي يـافتن يـك راه حـل       هـا    محققين تاكنون تلاش   ].9[

 در فاضـلاب نـساجي انجـام        ها  مناسب و اقتصادي جهت تصفيه رنگينه     

هـاي   تيابي بـه گزينـه     همچنان به منظـور دس ـ     ها  اما اين تلاش  . اند داده

ي مختلفي ها  روش].11[  محيط زيست و اقتصادي ادامه داردسازگار با

هـا را   ايـن روش  . براي تصفيه فاضلاب نساجي و حذف رنگ وجود دارد        

ي شـيميايي و  هـا  ي فيزيكـي، روش هـا  توان به سه دسته كلي روش    مي

 ي تحقيقاتي زيـادي بـا     ها  فعاليت]. 10[  تقسيم نمود  ي زيستي ها  روش

ي هـا    شـيميايي حـذف رنـگ از فاضـلاب         -ي تصفيه فيزيكي  ها  سيستم

ي هــا از معايــب عمــده روش .]12-15[ صــنعتي انجــام گرفتــه اســت

پـذيري محـدود،     توان به كارايي پـايين، تطبيـق       ميشيميايي   -فيزيكي

تداخل با ساير تركيبات فاضلاب و اداره كردن لجن توليد شده و عامل             

زدايـي زيـستي بـا       ي رنـگ  هـا   فرآيند. ]16[ مهم هزينه زياد اشاره كرد    

تجزيه كامل تركيبات رنگي به دي اكـسيد كـربن، آمونيـاك و آب بـه                

جاي ايجاد محصولات فرعي سمي، يك روش پاكسازي كامـل و مـؤثر             

اي بـراي تحقيقـات جديـد در         كنند و بستر گـسترده     مياقتصادي ارائه   

 تـصفيه    به منظور  ها استفاده از قارچ  . ]17،18[ باشند مي ها  تصفيه رنگ 

  دهـه اخيـر  اي در   فزاينـده  طوري رنگي به صورت زيستي به       ها  فاضلاب

 3زماني كه تيين و كرك از  ]. 19[ مورد توجه و بررسي قرار گرفته است      

                                                                 
1- William Henry Perkin 

2- Chemical Oxygen Demand 

3- Tien & Kirk 

  قارچ استخراج كردنـد، يك گونه براي اولين بار ليگنين پراكسيداز را از        

ي نـساجي  هـا  بيشتر تحقيقات انجام شده بر روي تجزيه زيستي رنگينه    

WRF(رت -ي وايــتهــا در زمينــه اســتفاده از قــارچ
باشــد كــه  مــي) 4

، 7، منگنـز پراكـسيداز    6 مثـل لاكـاز    5ي تجزيه كننـده ليگنـين     ها  آنزيم

 ].20[ كنند  و غيره توليد مي8ليگنين پراكسيداز

 روز بـه    هـا    استفاده از آنزيم   ،ي زيستي ها  در ميان كاربردهاي روش   

علت اين مقبوليت از لحاظ     . شود ميوردار  روز از مقبوليت بيشتري برخ    

ــا   خاصــيت كاتاليــستي ايــن مــواد ايــن اســت كــه آنهــا در مقايــسه ب

باشند و حتي در     ميي شيميايي از كارايي خوبي برخوردار       ها  كاتاليست

 نـه تنهـا   ،ي زيـستي هـا   اين كاتاليـست  . كنند ميمواقعي بهتر نيز عمل     

 بلكـه بـسترهاي     ،كننـد  مـي ي مورد نظر را در فرآيند كاتاليز        ها  واكنش

كنند كه اين موارد خود به خود  ميها انتخاب    خاص را نيز براي واكنش    

بـه عـلاوه ايـن مـواد اغلـب در          . شود ميوري فرآيند    باعث افزايش بهره  

ي مطلـوب   هـا    به نرخ  pHشرايط متوسط عملياتي از جمله دما، فشار و         

اهم بـودن   صـورت فـر    هاي شيميايي در   رسند كه كاتاليست   ميواكنش  

رسند كه ايـن مـسأله باعـث كـاهش           شرايط متعدد عملياتي به آن مي     

دلايلي ماننـد امكـان تبـديل       ]. 21[ شود ميي جاري عملياتي    ها  هزينه

تـر   راحت بـه مقيـاس صـنعتي، كنتـرل سـاده فرآينـد، حـذف سـريع                

ي كم و زياد آلاينده و عـدم  ها ، امكان انجام واكنش در غلظت   ها  آلاينده

تواننـد   مـي  هـا  آنزيم. يز مورد توجه زيادي قرار گرفته است  توليد لجن ن  

هـاي تـصفيه اي مقـاوم        ي خاصي را كه در مقابل انـواع روش        ها  رنگينه

بـا ايـن   . ]22،23[ ضـرر حـذف كننـد    هستند، با تبديل آنها به مواد بي   

، تعدادي از مشكلات    ها  ي واضح استفاده از آنزيم    ها  وجود در برابر مزيت   

 تـوان هزينـه بـالاي      مـي از ايـن معايـب عمـده        . اردعملي نيز وجـود د    

سازي، ناپايداري ساختار آنزيم در هنگام جداسـازي         جداسازي و خالص  

و حـساسيت آن در شـرايط       ) به خصوص در مورد آنزيم درون سـلولي       (

 .غير بهينه را نام برد

 فعاليت كاتاليستي يك گونه نامشخص آنزيم پراكسيداز را         1شكل  

 ابتـدا توسـط آب اكـسيژنه        �ين فرآيند، آنزيم راكـد    در ا . دهد مينشان  

Iشود كـه بـه آن تركيـب         ميشود و به حالت فعال تبديل        مياكسيد  
�� 

پـيش  پس از اين عمل تركيب فعال شده، يك ملكول از          . شود ميگفته  

را با گرفتن يـك الكتـرون از آن و          ) به عنوان مثال ملكول فنل     (��ماده

آزاد، اكسيد نموده و خود به تركيـب         به فرم راديكال     پيش ماده تبديل  

II
شود، كه يـك شـكل ديگـر از حالـت فعـال پراكـسيداز            تبديل مي  ��

                                                                 
4- White- Rot Fungi 

5- Ligninolytic 

6- Laccase 

7- Manganese Peroxidase 

8- Lignin Peroxidase 

9- Resting enzyme 

10- Copmpound I 

11- Substrate 

12- Compound II 
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پـيش  تواند يـك ملكـول ديگـر از          نيز همچنين مي   IIتركيب  . باشد مي

در صـورت وجـود   .  را اكسيد نموده و به حالت آنزيم راكد برگـردد    ماده

III بــه تركيــب IIآب اكــسيژنه اضــافي در سيــستم، تركيــب 
 اكــسيد �

شود، كه اين فرم از آنزيم به كندي به يكي از دو حالت تركيب يك                مي

، هـا    فنـل  ماننـد تركيبـات آرومـاتيكي     . شـود  ميو يا آنزيم راكد تبديل      

، بـه ويـژه مـشتقات       هـا    و هيدروكينويد آمين   ها  ، هيدروكينون ها  آنيلين

]. 24[ انـد   شناخته شده  ها  ي پراكسيداز ها   پيش ماده بنزيدين به عنوان    

اي آروماتيك تركيـب يـك توسـط آب     پيش مادهدر صورت عدم وجود     

شود، و در انتها نيز ايـن تركيـب           تبديل مي  I-H2O2اكسيژنه به تركيب    

  .گردد ميبه شكل غير فعال آنزيم تبديل 

  

  .]24[ نمايش فعاليت كاتاليستي يك گونه نامشخص پراكسيداز:1شكل 

  

 بخش تجربيـ 2

  ـ مواد 1ـ2

 كپرينيــوستحقيــق بــراي توليــد آنــزيم پراكــسيداز از قــارچ در ايــن 

NBRC 30628 سينريوس
اين گونه توسط محققي به نام . استفاده شد �

ي برنج آلوده شـده بـه اوره    ها   در دانشگاه كيوتوي ژاپن از ساقه      �ساگارا


 ���جداسازي شد.  

  

  ـ روش كار2ـ2

 از محيط   سكپرينيوس سينريو به منظور تكثير و رشد ميكروارگانيسم       

PDAكشت  
باشـد بـا     مـي  هـا    كه يك محيط قندي مغذي براي قـارچ        �

داري و تكثير    محيط پيش كشت جهت نگه    .  استفاده شد  g/l 39غلظت  

  . بـود  PDAميكروارگانيسم نيز همانند محـيط كـشت مـورد اسـتفاده،            

                                                                 
1- Compound III 

2- National Biological Resources Center (Japan) 

3- Sagara 

4- Potato Dextrose Agar 

 شدن، محـيط كـشت اتـوكلاو شـد و بـه ظروفـي               ضدعفونيبه منظور   

شده بودند، انتقال داده شـد و پـس از           ضدعفوني كه در آون     مخصوص

 محيط كشت اصلي مـايع . سرد كردن و انعقاد مورد استفاده قرار گرفت     

�
، پپـتن بـه عنـوان       g/l 30 گلوكز به عنوان منبع كربن با غلظت         ��

، در  g/l 5 بـا غلظـت      5 و عـصاره مخمـر     g/l 10منبع نيتروژن با غلظت     

 آنـزيم پراكـسيداز بـا       شرايط و عوامـل مـؤثر در توليـد        . ارلن تهيه شد  

استفاده از قارچ كپرينيوس سينريوس پيش از اين بهينه سـازي شـده             

 ميلي ليتر به ميـزان      250هايي به حجم     اين محيط در ارلن   ]. 25[است

 ميلي ليتري به    500يي با حجم    ها  ليتر و در ارلن     ميلي 80 تا   75حدود  

  �ننـده كـشت در شـرايط دور تكا      . ������  ليتـر تهيـه     ميلي 100ميزان  

rpm 160 دما ،oC 32 و pH صورت گرفت4 برابر با .  

 از µmol 1يك واحد از فعاليت پراكسيداز بر اساس ميزان مـصرف         

H2O2     نمونـه  . شـود  مـي گيري تعريـف      توسط آنزيم تحت شرايط اندازه

گيري فعاليت آنزيم بود كـه        در اين آزمايش همان محلول اندازه      �شاهد

ن تفاوت كـه در آن بـه جـاي اضـافه كـردن         ، با اي  �����در بالا تعريف    

H2O2 ،ml 0,1  از محلـول آنــزيم و ml 0,1   از بـافر تهيــه شـده اضــافه 

 .ليتري ايجاد شود  ميلي3,1كه مجدداً همان حجم  شد به طوري مي

پس از خواندن ميزان جذب هر دو محلول شاهد و نمونه آزمايش،            

 شـد   محاسـبه 1طـه  ميزان فعاليت آنزيم پراكـسيداز بـا اسـتفاده از راب   

]25:[  

=]U/ml [ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز 

V × Dm × ))ε × k × Ve)/(As-Ab((  

= ]U/ml [ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز  

3,2 × Dm × ))0,5 × 12,88 × 0,1)/(As-Ab((  

)1(  

  

 حجـم نمونـه آنـزيم    Veفاكتور رقيق سازي، Dm  كه در اين رابطه 

 حجـم نهـائي     ml 0,1، V كـه برابـر بـا        استفاده شده در تهيه محلـول     

ε  ،)به همراه آنزيم(محلول واكنش 
نـسبت ضـريب   k   ضريب جـذب، 8

 .���� �� پيش مادهاستوكيومتري محصول مورد نظر به 

زدايـي در    پس از توليد آنـزيم پراكـسيداز، از آن بـه منظـور رنـگ              

 كردن  با استفاده از بهينهها در اين آزمايش. راكتور پيوسته استفاده شد

محلول رنگي، ميزان فعاليـت  pH مواردي همچون غلظت آب اكسيژنه، 

  .زدايي صورت گرفت آنزيمي و غلظت رنگينه استفاده شده، رنگ

بــراي بهينــه ســازي غلظــت آب اكــسيژنه، ايــن غلظــت از ميــان  

 mM 961 و     480,5،   100،   96,1،   48,05،   24,025،   12,0125

وليكي درون راكتور پيوسـته     در اين حالت زمان ماند هيدر     . انتخاب شد 

                                                                 
5- Yeast extract 

6- Shaker 

7- Blank  

8- Extinction coefficient 
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 كـه توسـط بـافر فـسفات ايجـاد شـد،       7 برابر با pH دقيقه،   60برابر با   

 و فعاليت آنزيم موجود در راكتـور   ppm 40 برابر با    RB5غلظت رنگينه   

 . واحد بود250برابر با 

 بـافر  ،زدايـي   محلـول رنگـي بـر روي رنـگ    pHبراي سـنجش اثـر      

 و 8 و 7، 6هـاي   pHسفات بـراي    ، بافر ف  pH =5  فسفات براي  -سيترات

به عنـوان نمونـه     .  استفاده شد  pH= 9اسيد بوريك براي     ـ بافر بوراكس 

 توسط بافر فسفات    ppm 200 بررسي شد، رنگينه     7 برابر   pHوقتي اثر   

� 7 برابــر pHبــا ����    از ايــن رنگينــه توســط ايــن بــافرml 10 شــد و �

 غلظـت آب    هـا   در تمـام ايـن آزمـايش      . درون راكتور بـه حجـم رسـيد       

 افـزوده   ml 0,2 دقيقـه    5 بـود كـه در هـر         mM 96,1اكسيژنه برابر با    

 دقيقه، فعاليت آنـزيم درون راكتـور برابـر بـا            60 برابر با    HRTشد،   مي

 واحد و غلظت رنگينه ورودي بـه راكتـور و رنگينـه درون راكتـور         250

  . بودppm 40برابر با 

و ) Reactive Black 5 (5 راكتيـو محلول رنگي شامل رنگينه سياه 

فرمـول  . ي مطلوب بودها هاي مختلف براي رسيدن به غلظت    pHبافر با   

 با وزن مولكـولي     C26H21N5O19S6Na4،  5 راكتيومولكولي رنگينه سياه    

g/mol 991,8 و حلاليت g/l 82 در دماي oC 20 26[باشد مي در آب .[

 در . بوده استppm 80 و 60، 40،  20ي استفاده شده    ها  غلظت رنگينه 

اكـسيژنه برابـر بـا        غلظت آب  ،هاي تعيين غلظت بهينه رنگينه     آزمايش

mM 96,1      دقيقه   5 بود كه در هر ml 0,2     ،افزوده شـد HRT     برابـر بـا 

 درون  pH واحـد و     250 دقيقه، فعاليت آنزيم درون راكتور برابر بـا          60

  . بود8محيط برابر با 

فعاليـت  به منظور سنجش ميزان فعاليـت بهينـه آنزيمـي، ميـزان             

 250 و   200،  150،  100درون راكتور در لحظه شروع واكنش برابر بـا          

  . بود بررسي شدml 50واحد در كل حجم راكتور كه برابر با 

پس از بهينه كردن شرايط فوق با وارد كردن ناپيوسته آنزيم در هر 

زدايـي بـه صـورت پيوسـته       واحد ميـزان رنـگ  40 دقيقه به ميزان     15

  .درآمد

زدايي در حالت استفاده از آنزيم آزاد، متشكل از يـك           سيستم رنگ 

پمپ سرنگي به منظور انتقال محلول رنگـي بـه داخـل راكتـور، منبـع            

 100راكتـور مـورد نظـر يـك بـشر       . تغذيه آب اكسيژنه و راكتـور بـود       

حجـم  . ليتري بود كه در كف آن يك لوله خروجي تعبيه شده بود            ميلي

 اين حجم كوچك بـراي راكتـور        خابانتعلت  .  بود ml 50مفيد راكتور   

راكتـور  . المقدور آنزيم كمتري صرف هر آزمايش شود       اين بود كه حتي   

مورد نظر بر روي همزن مغناطيسي قرار داشت و براي ايجاد اختلاط از   

ارائـه شـده    2 اين سيستم در شكل  يينمودار شما . فاده شد  است ربا  آهن

  .است

 ميكروليتـر از    100دار  گيري در فواصل مختلف بـه مق ـ       براي نمونه 

محلول درون راكتور توسط ميكروپيپت برداشته شد و براي اينكه حجم 

  برداشته شده به حجم مورد نظـر بـراي مطالعـه رنـگ سـنجي برسـد،             

ليتـر را     ميلي 3 برابر رقيق شد تا در نهايت حجمي معادل          30به مقدار   

تـور  در ضمن به علت اينكـه نمونـه برداشـته شـده از راك      . تشكيل دهد 

براي متوقف كردن واكـنش آنزيمـي       همچنان داراي آنزيم محلول بود،      

  . به آن افزوده شدM 3,1 ميكروليتر از سديم آزيد 34

زدايي بر اسـاس تفـاوت ميـزان جـذب نـوري محلـول               ميزان رنگ 

ــتگاه     ــنش در دس ــام واك ــس از انج ــذب پ ــزان ج ــه و مي ــه اولي رنگين

مورد نظر سنجيده شـد و  تومتر در طول موج بيشينه رنگينه  واسپكتروف

با استفاده از منحني كاليبراسيون هر رنگينـه ايـن مقـادير جـذب، بـه                

زدايـي   غلظت رنگينه ارتباط داده شد و سپس به صـورت درصـد رنـگ             

  .شود بيان مي

  

  ،)ربا آهن (M، )پمپ سرنگي (SP، )آنزيم پراكسيداز (P، )5 راكتيورنگينه سياه  (RB5زدايي پيوسته با آنزيم محلول،   سيستم فرآيند رنگ:2شكل 

Effluent) جريان خروجي( ،SA) سديم آزيد( ،CSTR) راكتور پيوسته همزده(. 
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غلظـت در زمـان مـورد نظـر پـس از          / (غلظت اوليـه رنگينـه       (× 100

  زدايي  درصد رنگ=))  غلظت اوليه رنگينه-واكنش 

)2(  

 

. داده شـد  قـرار  ppm يـا  mg/lغلظت رنگينه در رابطه فوق بـر حـسب         

 nm 596 برابـر بـا      5 راكتيـو ي سـياه    ها  طول موج بيشينه براي رنگينه    

  .باشد مي

  

  ـ نتايج و بحث3

   بررسي غلظت آب اكسيژنهـ 1ـ3

 3بر حسب زمان در شـكل       ) %DE(زدايي   منحني تغييرات درصد رنگ   

در ايـن   . باشـد  مـي ي متفاوت آب اكسيژنه قابل مشاهده       ها  براي غلظت 

 mM 96,1لظـت آب اكـسيژنه بـه مقـدار     شكل مـشخص اسـت كـه غ      

 در آن صـورت     %62مقداري است كه بيشينه حذف رنگينـه بـا مقـدار            

 هـا  لازم به ذكر است كه افزايش آب اكسيژنه در اين آزمـايش       . گيرد مي

  . دقيقه بوده است5 در هر ml 0,2به ميزان 

   وml 480,5هــاي بــالا ماننــد  شــود كــه در غلظــت مــشاهده مــي

ml 961  ژنه نقش بازدارندگي در پيـشرفت واكـنش دارد و در    آب اكسي

زدايي با نرخ كمي نسبت به حالـت    رنگmM 96,1هاي كمتر از      غلظت

mM 96,1  زدايي در هر يك از حالات به        يابد و بيشينه رنگ      كاهش مي

يابـد يعنـي كـاهش آب اكـسيژنه باعـث       سمت راست نمودار انتقال مي 

ايـن  . تري اتفاق بيفتـد    ي طولاني ها  زدايي در زمان   شود بيشينه رنگ    مي

، %63 دقيقـه و حـذف   13 در زمان    mM 96,1زدايي براي    بيشينه رنگ 

ــراي  ــان mM 48,05بـ ــذف  15 در زمـ ــه و حـ ــراي%55 دقيقـ   ، بـ

mM 24,025    بـراي   %53 دقيقه و حذف     25 در زمان ،mM 12,0125 

  .باشد  مي%50 دقيقه و حذف 50در زمان 

زدايـي   ژنه اثـر منفـي بـر رنـگ        هاي بالاي آب اكسي     با اينكه غلظت  

هـاي    گذارد، كم بودن اين مـاده نيـز سـبب انجـام نـشدن واكـنش                 مي

در صـورت كـم بـودن آب اكـسيژنه          . شـود   زدايـي مـي    كاتاليستي رنگ 

. شـود  تـشكيل نمـي  ) 1شـكل  (آنـزيم  ، Iراديكال آزاد رنـگ و تركيـب     

 در محيط واكـنش سـبب از بـين رفـتن فعاليـت         H2O2افزايش غلظت   

با توجه به چرخه كاتاليستي آنزيم پراكسيداز       . شود  اكسيداز مي آنزيم پر 

بيني بود زيرا اگر آب اكـسيژنه اضـافي در محلـول             اين رفتار قابل پيش   

را تشكيل   IIIدهد و تركيب      واكنش مي  IIوجود داشته باشد با تركيب      

 و  Iدهد كه اين شكل از آنزيم به كندي به يكي از دو حالت تركيب                 مي

شود و موجـب از بـين رفـتن تـدريجي آنـزيم               اكد تبديل مي  يا آنزيم ر  

  .شود مي

 

  محلول رنگي pH بررسي اثر ـ2ـ3

زدايي توسط آنزيم پراكسيداز را بايد        بر روي درصد رنگ    pHعلت تأثير   

هاي  پايداري تركيب . سنجيد) 1شكل  (در چرخه كاتاليستي اين آنزيم      

I   و II        در مورد اين آنزيم وابسته به pHمقـدار  . باشـد   بافر مـي  و غلظت

هاي خنثي و قليايي مشابه      pHدر  ) I) K1ثابت سرعت تشكيل تركيب     

ــر   ــسيدازهاي ديگ ــا پراك S1-M-1(ب
 6

ــي) 10-6 × 10  ــا در  م ــد ام   باش

pH      هاي  مقدار ثابت. يابد هاي اسيدي اين ثابت كاهش ميK2 و K3 نيز 

  . هستندpHوابسته به 

0.0
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12.0125 mM 24.025 mM 48.05 mM 96.1 mM

100 mM 480.5 mM 961 mM
  

 دقيقه، دماي محيط، فعاليت 60 برابر با HRT، 7 برابر pH در ppm 40 با غلظت 5 راكتيو درصد حذف رنگينه براي رنگينه سياه :3شكل 

  .ي متفاوت آب اكسيژنهها  و غلظتU/ml 5آنزيمي 
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به شكل يـك سـهمي وارونـه         K3و   K2روند تغييرات ثابت سرعت     

-1بيشتر از (است كه مقدار بيشينه هر دو ثابت       
S

1-
M
 6

 براي 120 × 10 

K2   1و-
S

1-
M
 6

 ها  مقادير اين ثابت  . باشد مي 8برابر با    pHدر  ) 48 × 10 

در . براي ساير پراكسيدازها نيـز در همـين محـدوده اسـت            pHدر اين   

 K3و  K2 مقـدار دو ثابـت سـرعت    6 تـا  5بين   pHدر   CIPمورد آنزيم   

بـه طـور     K2ر  باشد درحاليكه براي ساير پراكسيدازها مقـدا       مييكسان  

احتمـالاً   K3اين مقدار بالاي  . است K3 برابر بيش از     10معمول حداقل   

بـراي   IIبه دليل بيش از حد بودن غير عادي پتانسيل كاهش تركيـب             

  ].28[اين آنزيم است

تـوان نتيجـه گرفـت كـه چرخـه           مـي با توجه بـه اطلاعـات فـوق         

واكنش . شود هاي بالاتر به خوبي انجام ميpHدر  CIPكاتاليستي آنزيم   

هاي خنثي و قليايي خوب     pHدر   K1با ثابت    Iمنجر به تشكيل تركيب     

هـاي قليـايي بـسيار    pHنيـز بـراي      K3و   K2هاي   شود و ثابت   ميانجام  

 نمـودار تغييـرات     4شـكل   . هاي خنثي مناسب اسـت    pHخوب و براي    

بافرهـايي كـه بـراي      . دهد ميزدايي بر حسب زمان را نشان        درصد رنگ 

 مشخص  4در شكل   .  داشتند 9 تا   5 برابر با    pHبه كار رفت    اين منظور   

  باشـد، البتـه     مـي  8زدايي برابر با      بهينه براي واكنش رنگ    pHاست كه   

9= pH         8 زدايي در بافر با      نيز به آن نزديك است ولي دامنه رنگ= pH 

 را بـراي سيـستم      50زدايي   بيشتر است به اين معنا كه اگر درصد رنگ        

 در اين درصد خطي به موازات منحني زمان رسم   مطلوب فرض كنيم و   

 بيـشتر  pH =9  نسبت به  pH =8 شود، فاصله تقاطع اين خط موازي در      

  .باشد مي

افتد به    اتفاق مي  6 و   5هاي  pHاي كه در حالت      زدايي بيشينه  رنگ

 دقيقـه   20 در زمـان     %51 دقيقـه و     20 در زمـان     %34ترتيب برابر بـا     

 در  %63  به ترتيب برابـر بـا      9 و   8،  7اي  هpHاين مقدار براي    . باشد  مي

 دقيقـه   5 در زمـان     %71 دقيقـه و     12 در زمـان     %73 دقيقه،   13زمان  

 در  8 برابـر بـا      pHبنابراين با تكيـه بـر ايـن موضـوع كـه در              . باشد  مي

زدايــي رســيد و  تــوان بـه بيــشترين رنـگ   كمتـرين زمــان ممكـن مــي  

 درصـد    محيط به سـمت اسـيدي افـزايش پيـدا كنـد            pHدرصورتيكه  

 گويـا در  5 برابـر بـا   pHكـه در   بـه طـوري  (يابد    زدايي كاهش مي   رنگ

 مقـدار بـاقي مانـده آنـزيم كـاملاً           55انتهاي كار يعني پـس از دقيقـه         

  .باشد  بهينه ميpH به عنوان 8 برابر با pH ،)غيرفعال شده است
  

  زدايي غلظت رنگينه بر روي رنگبررسي اثر ـ 3ـ3

 كه هرچه غلظت رنگينه افزايش پيدا        مشخص است  5با توجه به شكل     

نگـاه  . كنـد   زدايي كاهش پيدا مـي     كند، به طور مشخص درصد رنگ       مي

 25كند كه به طور مثال در دقيقه     تري به اين نمودار مشخص مي      دقيق

ــدود      ــه ح ــا اينك ــنش، ب ــروع واك ــس از ش ــه 58پ ــد از رنگين    درص

ppm 20 درصد از رنگينه 41 و ppm 80جرم بر شود، موازنه   حذف مي

دهد كـه مقـدار رنگينـه بيـشتري در      روي رنگينه حذف شده نشان مي  

شود كه اين موضوع مؤيد تحقيقـات          حذف مي  ppm 80غلظت رنگينه   

  ]. 27[ باشد ديگر مي
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، U/ml 5قه، دماي محيط، فعاليت آنزيمي  دقي60 برابر با HRT در ppm 40 با غلظت 5 راكتيو درصد حذف رنگينه براي رنگينه سياه :4شكل 

 .هاي متفاوتpH و mM 96,1غلظت آب اكسيژنه برابر با 
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در برخي از تحقيقات به اثر سمي بـودن رنگينـه بـر روي فعاليـت                

در . ي بيش از حد مناسب رنگينه اشاره شده اسـت     ها  آنزيمي در غلظت  

نگينـه  ر در مـورد  ) زدايـي  حداكثر درصد رنگ  (اين شكل بيشينه حذف     

ppm 20    درصد، رنگينه    73 دقيقه با    3 در زمان ppm 40    12 در زمان 

 64 دقيقـه بـا      15 در زمان    ppm 60 درصد، رنگينه    73دقيقه با حدود    

اين . باشد مي درصد   52 دقيقه با    10 در زمان    ppm 80درصد و رنگينه    

زدايي به علت كم بودن فعاليت آنزيمي در مقابـل           كم شدن درصد رنگ   

و يا اثـر سـميت رنگينـه بـر روي فعاليـت             ) رنگينه( موجود   پيش ماده 

  .باشد ميكاتاليستي آنزيم 

زدايـي   شـويم كـه ميـزان درصـد رنـگ          مي متوجه   5 با توجه به شكل     

 اسـت امـا     ppm 40 كمي بيـشتر از      ppm 20بيشينه در حالت رنگينه     

 بيـشتر   ppm 40زدايي بـالا بـراي رنگينـه         دامنه حفظ اين درصد رنگ    

خصوص اندازه گيري ايـن دامنـه در صـورتيكه خطـي افقـي              در  . است

ي ها  رسم شود به طوري كه نمودارهاي درصد      ) زمان (xموازي با محور    

 را قطع كند، همواره طول پـاره خـط ايجـاد            ppm 40 و   20زدايي   رنگ

 بلندتر از طول پاره خط ايجاد شده در         ppm 40شده در نمودار غلظت     

اين مسأله به اين معنا است كه آنزيم        . باشد مي ppm 20نمودار غلظت   

كنـد و فعاليـت آن نـسبت بـه           مي را به سرعت حذف      ppm 20رنگينه  

لذا غلظت رنگينـه مناسـب      . يابد مي به سرعت كاهش     ppm 40رنگينه  

  . انتخاب شدppm 40برابر با 

  

  بررسي اثر فعاليت آنزيميـ 4ـ3

گـه داشـتن   بر اساس مراجع مختلف با افزايش ميـزان آنـزيم و ثابـت ن          

عوامل ديگر از جملـه غلظـت آب اكـسيژنه و غلظـت رنگينـه، درصـد                 

 نيز مـشخص اسـت بـا زيـاد          6درشكل  ]. 25[يابد  زدايي بهبود مي   رنگ

زدايي نيـز    زدايي، درصد رنگ   شدن فعاليت آنزيم در شروع واكنش رنگ      

نكته ديگر اين است كه با افزايش فعاليت آنزيم محـل           . يابد  افزايش مي 

 و در زمـان     �����   �#"!��  ���   زدايي به سـمت چـپ        صد رنگ بيشينه در 

  ).6شكل  (رسد  بيشينه مي#!$�تري به  كوتاه

ــت  ــراي فعالي ــشينه ب ــادير بي ــي  مق ــاي آنزيم   200، 150، 100ه

 دقيقـه،  20 در   %35 واحد در حجم راكتور به ترتيـب برابـر بـا             250 و  

  .اشدب  دقيقه مي12 در %73 دقيقه و 15 در %63  دقيقه،18 در 45%
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 دقيقه، دماي محيط، فعاليت آنزيمي 60 برابر با HRTي مختلف در ها  با غلظت5 راكتيو درصد حذف رنگينه براي رنگينه سياه :5شكل 

U/ml 5 غلظت آب اكسيژنه برابر با ،mM 96,1 و pH 8 برابر.  
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 دقيقه، دماي محيط، غلظت آب اكسيژنه برابر با 60 برابر با ppm 40 ،HRT با غلظت 5 راكتيوحذف رنگينه براي رنگينه سياه  درصد :6شكل 

mM 96,1 ،pH ي آنزيمي مختلفها  و فعاليت8 برابر.  

  

خورد ايـن اسـت    مياي كه به چشم   نكته6 تا 3ي ها در تمام شكل 

بايد بـه ايـن نكتـه       . باشد ميزدايي داراي بيشينه     كه منحني بازده رنگ   

 برگشت پـذيري فرآينـد آنزيمـي        بازدهتوجه شود كه علت اين كاهش       

. كنـد  پيروي مـي   � تجزيه زيستي  ساز و كار  باشد زيرا اين فرآيند از       مين

  علت وجود اين بيـشينه ايـن اسـت كـه فرآينـد تـا پـيش از ايـن كـه                     

ت بـه صـور   ) آزمايش مربوط بـه بخـش بعـد       (به صورت پيوسته درآيد     

ايـن  . شـده اسـت  افزايش ناپيوسته آنزيم در ابتداي فرآينـد انجـام مـي    

شود تا هنگـامي     مياي آنزيم در ابتداي فرآيند باعث        افزايش يك مرتبه  

 بهينـه، غلظـت رنـگ،       pHبه طور نمونه سـنجش       (عواملكه هريك از    

 ،شـوند  مـي سـازي بررسـي    بـه منظـور بهينـه   ...) ژنه و يغلظت آب اكس 

ه بيشينه شود زيرا آنـزيم مـدتي بـراي سـازگاري و             منحني داراي نقط  

 در محيط نياز دارد و هنگامي كـه  پيش مادهاستفاده از رنگ به صورت   

در ادامـه   . شود ابتدا يك منحنـي صـعودي داريـم         ميزدايي شروع    رنگ

زدايـي اسـت، مقـداري از آنـزيم      فرآيند هنگامي كه آنزيم مشغول رنگ    

شود و مقـداري از      ميوجي دفع   موجود در محيط واكنش با جريان خر      

شـود و بنـابراين منحنـي داراي رونـد       مـي آن به شكل غيرفعال تبديل      

  .شود مينزولي 

                                                                 
1- Biodegradation 

 

 

 

  زدايي پيوسته نگر بررسي اثر ـ5ـ3

 زدايي  دقيقه، درصد رنگ15 آنزيم به صورت ناپيوسته در هر افزودنبا 

مـشاهده شـد كـه     .آمده اسـت  7 شكل كه نتايج آن در بررسي گرديد

. باشـد  مـي زدايي تقريباً به صورت پايدار   منحني رنگ ، دقيقه 75 ازپس  

 بـه  75زدايي پس از دقيقـه   در اين شكل مشخص است كه درصد رنگ     

اثر ديگري كه در اين شكل مشهود اسـت ميـزان فعاليـت     .  رسيد 67,5

 U/mL تـا  4,19 زدايي ثابت در بـازه    باشد كه در حالت رنگ     ميآنزيمي  

م به ذكـر اسـت ميـزان فعاليـت آنزيمـي در محـور       لاز.  قرار دارد 4,36

  . قابل مشاهده است7عمودي سمت راست شكل 

  

  گيري يجهنتـ 4

در اين تحقيق مشخص شد كه غلظت بهينه براي آب اكسيژنه بـا نـرخ        

هـاي بيـشتر از ايـن      بود و غلظـت mM 96,1 برابر با  ml/h 2,4افزايش  

. شـود  دن فرآينـد مـي  مقدار باعث غير فعال شدن آنزيم و ناكارآمـد بـو    

همچنين مشخص شد كه غلظت اوليه رنگينه بايد تا حد مشخصي زياد    

هاي بيش از حد رنگينه بر روي فعاليت  شود تا از اثر سمي بودن غلظت    

غلظت بهينه رنگينـه بـراي داشـتن بيـشترين          . آنزيمي جلوگيري شود  

ستي  محيط بر روي شرايط كاتالي ـ     pHتأثير  .  بود ppm 40بازده برابر با    

  .باشدآنزيم موجود در واكنش مي
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 .زدايي بر حسب زمان  اثر فعاليت آنزيمي بر روي درصد رنگ:7شكل 

  

. شودهاي بالاتر به خوبي انجام مي     pHدر   CIPچرخه كاتاليستي آنزيم    

زدايي توسط آنزيم محلـول درون        براي رنگ  pHدر اين تحقيق بهترين     

 مؤيـد تحقيقـات ديگـر    pHمقـدار  بود كه اين     8ر پيوسته برابر با     راكتو

ميزان فعاليت آنزيم موجود در محيط واكـنش بـه طـور             ].28[باشد  مي

زدايـي نـسبت دارد و هرچـه ايـن ميـزان       مستقيم با افزايش بازده رنگ 

 زمان  ، با افزايش فعاليت آنزيم    ضمناً. يابد ميبيشتر باشد، بازده افزايش     

به طور كلي تمام    . شود تر مي  زدايي كوتاه  شينه درصد رنگ  رسيدن به بي  

كند كـه    زدايي آنزيمي مشخص مي    اين مقادير در خصوص فرآيند رنگ     

زدايـي دوسـتدار محـيط زيـست و          براي رسيدن به يـك فرآينـد رنـگ        

ي فيزيكي يا شيميايي    ها  جلوگيري از توليد محصولات جانبي كه روش      

يـد بـه چـارچوب شـرايط بهينـه          كننـد، با   مـي زدايي توليد    جهت رنگ 

عملياتي آنزيم مورد نظر رسيد كه رسيدن به اين شرايط خود نيازمنـد             

البته به مرور زمان و بـا       . باشد ميتحقيقات عمده و صرف هزينه زيادي       

يگاه اصلي خـود    اين فرآيندها جا  , سخت شدن مقررات زيست محيطي    

  .ي ديگر خواهد يافتها وريارا در ميان فن
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