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 و 25 آبـي رنگ اسيد به منظور حذف كلسيم آلژينات بر روي  شده   تثبيت )HRP(پراكسيداز ترب كوهي  آنزيم   مطالعه به بررسي كارايي   در اين   

بـر روي   HRP بـراي تثبيـت   بهينـه شـرايط  مطالعـه در مقيـاس آزمايـشگاهي جهـت تعيـين      . از فاضلاب پرداخته شده اسـت      7 نارنجياسيد  

 تي سم زانيم و همچنين    7 نارنجيد   و اسي  25  آبي كلسيم و سپس بررسي كارايي آنزيم تثبيت شده در حذف رنگ اسيد            آلژينات   هاي كپسول

 نتايج اين مطالعه نشان داد آنزيم تثبيت شـده بـر روي             .انجام شد  ي آزمون ستزي يها با استفاده از روش   ي پساب تصفيه شده     ديمحصولات تول 

 دوره بدون دهكپسول ها تا نتايج نشان داد كه . درحذف رنگ از پساب آلوده رنگي بوده است   % 80 بازدهآلژينات كلسيم در شرايط بهينه داراي       

 نتايج آزمون سميت با استفاده از دافنيا مگنـا نـشان داد ايـن روش تـصفيه                  .تغيير قابل ملاحظه در فعاليت باقيمانده آنها قابل استفاده هستند         

  .منجر به كاهش شديدي در سميت پساب توليدي شده است
 

 .ضلاب، آلژينات كلسيمآنزيم، هورس راديش پراكسيداز، رنگ، فا :ي كليديها  واژه
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In this study, application of immobilized Horsradish Peroxidase (HRP) on calcium alginate to removal of acid blue 25 and acid 

orange 7 from waste water was studied. Experimental study of optimum condition for immobilization of HRP on calcium 

alginate and then, removal efficiency of acid blue 25 and acid orange 7 by immobilized HRP and also toxicity of by-products 

with bioassay were studied. Results show that immobilized HRP at optimum condition have 80% color removal efficiency from 

polluted wastewater. Results show alginate beads after 10 replicate usages without change in activity were reusable. Bioassay 

of by-products by D.Magna show that this method of treatment lead to decrease significantly in toxicity of dye from treated 

wastewater. J. Color Sci. Tech. 7(2013), 133-142©. Institute for Color Science and Technology. 
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  ـ مقدمه1

بـه منظـور حفـظ    آن  صـنعتي  نوعها به ويژه  ثر انواع فاضلابتصفيه مو 

توليد مواد رنگي در  ].1[محيط زيست از اهميت زيادي برخوردار است    

شود كه بـيش از   مي تن در سال تخمين زده 800000دنيا ، نزديك به   

درصد 10شود كه  كار رفته است، برآورد ميه  نوع رنگ در آن ب    10000

فاضـلاب  ]. 2[شود   مياضلاب وارد محيط زيست     اين مقدار، از طريق ف    

حاصل ازاين صنعت به دليـل وجـود مقـادير زيـادي از انـواع مختلـف                 

محيطـي بـزرگ در سراسـر        ها و مواد شيميايي، يك چالش زيست       رنگ

آلودگي اصلي فاضلاب ايـن صـنايع مربـوط بـه           . شود ميدنيا محسوب   

ات شـيميايي بـا     ها و فرآيندهاي نهايي آنهاست، كه اغلـب تركيب ـ         رنگ

باشند كه دفع آنهـا مـشكلات زيـادي بـه همـراه       ميساختمان پيچيده  

  ]. 3-6[دارد

ينـدها در   آيندهاي اكسيداسيون پيشرفته يكي از مـوثرترين فر       آفر

شدن كامل تركيبات    از آنجا كه معدني   . باشند ميتجزيه تركيبات مقاوم    

 بـالاي   مقاوم توسط اين روش نياز به زمان واكـنش طـولاني و غلظـت             

. باشد مياين روش حذف نيز داراي محدوديت       . ماده اكسيدكننده دارد  

هـاي   تصفيه آنزيمي از ديرباز به دليل مزايايي كه نسبت به سـاير روش            

متداول تصفيه تركيبات سمي مـورد توجـه بـسياري از محققـين قـرار       

هايي كه مورد توجـه بـسياري از         ترين آنزيم  از مهم ]. 3، 4[ گرفته است 

پراكــسيدازها . باشــند مــيين قــرار گرفتــه اســت پراكــسيدازها محققــ

ها و   باشند كه از برخي از ميكروارگانيسم      ميهاي اكسيد و احيايي      آنزيم

طور گسترده ه  ، پراكسيداز آنزيمي است كه ب     ]5[ شود ميگياهان توليد   

هاي سلولي گياهان،    در طبيعت وجود دارد در واقع در تمامي ارگانيسم        

از جمله بيـشترين    . ها و جانوران وجود دارد     يها، باكتر  كمخمرها، جلب 

ها صورت گرفتـه اسـت مربـوط بـه آنـزيم            مطالعاتي كه روي اين آنزيم    

ترين اسـتفاده از     مهم.  بوده است  1 اسبي تربچه هاي استخراجي از ريشه  

. هاي ايمنوهيـستوشيمي و آنزيمـي اسـت        ها در ساخت كيت    اين آنزيم 

هاي خانواده اكسيدوردوكتازها بـوده      ترين آنزيم  آنزيم پراكسيداز از مهم   

هـاي   ها از همـوپروتئين    شوند، اين آنزيم   مي مشخص   EC:1.11.1.7و با   

 Feگليكو پروتئيني است كه گروه پروستتيك آن حـاوي پروتوپـورفين      

تواننـد   ميپراكسيدازها متعاقب فعال شدن با پراكسيد هيدروژن        . است

هـاي   هـا واكـنش    اين آنـزيم  . سيد كنند بسياري از مواد آروماتيك را اك     

كنند ولي همه آنها نياز دارند به پراكسيدازي مثـل        ميزيادي را كاتاليز    

H2O2   سازي شوند   دارند كه فعال .H2O2        ابتدا آنزيم را اكسيد كرده كـه 

 ســازوكار]. 5-9[ كنـد  مـي در گـردش اكـسيداسيون سوبـسترا كمـك     

  ]:6[ آمده است 3  تا1هاي  در رابطهفعاليت آنزيم پراكسيداز

)1(  E + H2O2 → Ei + H2O                

  

)2(  Ei + AH2 → Eii + AH*                 

                                                                 
1- Horseradish 

)3(  Eii + AH2 → E + AH* + H2O      

 ��� ����	�� 
�: 

E :آنــزيم ،Ei : 1تركيــب ميــاني، Eii : 2تركيــب ميــاني ،AH2 : تركيــب

  .باشد  ميراديكال آزاد: AH0 و حلقوي

 اكسيد شده و به فرم تركيب مياني فعال         H2O2اده از   آنزيم با استف  

1) Ei (  شود اين تركيب نيز يك مولكول از تركيب حلقوي را          ميتبديل

كند و پس از واكنش، تركيب حلقوي         فعال خود دريافت مي    مكانروي  

شـود و وارد محـيط واكـنش         مياكسيد شده و يك راديكال آزاد توليد        

د شده يك مولكول ديگر از تركيـب         تولي 2شده و سپس تركيب مياني      

 شكلكند و به  ميحلقوي را اكسيد كرده و راديكال آزاد ديگري را آزاد     

در . گردد ميگرددو چرخه فعاليت آنزيم دوباره تكرار        ميطبيعي خود بر  

 تثبيــت شــده در حــذف HRPبــه بررســي كــاربرد  2لاي، 2005ســال 

مطالعه كاربرد آنـزيم   در اين   . پنتاكلروفنل از محيط هاي آبي پرداختند     

اي  هورس راديـش پـر اكـسيداز تثبيـت شـده روي بـسترهاي شيـشه               

ــه شــده اســت) APG(متخلخــل  3آمينوپروپيــل طــول عمــر . پرداخت

گـردد   مـي كاتاليستي يك آنزيم معمولا به صورت خاموشي آنزيم بيان          

كشد تا آنزيم فعاليت     ميخاموشي آنزيم مدت زماني كه طول       ]. 10-5[

ود را انجام دهد قبل از اينكه غيرفعال شود و بـه عبـارت               خ زوريكاتالي

وسيله يك مولكول آنزيم قبل از      ه  شده ب  هاي تبديل  ديگر تعداد مولكول  

در مطالعه فوق نـشان داده شـده اسـت كـه            ]. 7،  8[ اينكه از بين برود   

 ـ      طـور محـسوسي كـاهش    ه فعاليت آنزيم تثبيت شده پس از استفاده ب

  .  سمت خاموشي رفته استيافته است و يا آنزيم به

هاي تصفيه آنزيمي بـه صـورت آنـزيم آزاد          آيندبا توجه به اينكه فر    

كنـد، محققـين بـه دنبـال         مـي قابليت استفاده مجدد را از آنزيم سلب        

به منظـور   . باشند ميهاي تثبيت آنزيم بر روي بستر هاي مختلف          روش

بـر روي  هاي تصفيه آنزيمي و كاربرد آنزيم تثبيـت شـده         كاهش هزينه 

همچنين . آلژينات كلسيم در اين پژوهش مورد بررسي قرار گرفته است

  HRPكاتـاليزور زيـستي   ستمي ـ سيي كـارا يبررس ـدر اين تحقيـق بـه   

 آبـي هاي اسيد    رنگ ونيزاسيمري در پل  H2O2استخراج شده از تربچه و      

25) AB-25 (    7و اسيد اورانژ) AO-7 ( ي پرداخته شد    آب يها از محلول

هـاي زيـست     ميت محصولات حاصله با اسـتفاده از روش       و همچنين س  

  .آزموني مورد بررسي قرار گرفت

  

  ـ بخش تجربي2

  ـ مواد1ـ2

، شـركت سـيگما    از   HRPبه منظور انجام ايـن تحقيـق آنـزيم خـالص            

آزمايـشگاهي از   از نـوع    آلژينات سديم و ساير مواد شـيميايي مـصرفي          

  . تهيه شد ثابتشركت مرك و رنگ مصرفي از نمايندگي شركت الوان

                                                                 
2- Yi-chen Lai 

3- Aminopropyl 
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  ـ روش كار2ـ2

   تثبيت آنزيم در پايه آلژيناتـ1ـ2ـ2

) 1-5( ابتـدا آلژينـات سـديم در غلظـت     HRPبه منظور تثبيت آنـزيم   

درصد وزني به آرامي در آب مقطر حـل شـد تـا ژل مناسـب تـشكيل                   

زن  وسيله يـك هـم  ه ليتري ب  ميلي250اين عمليات در يك بشر     . گردد

بعـد  . ت در دماي محيط انجام شـده اسـت         ساع 5مغناطيسي به مدت    

هاي ايجاد شده از  ساختن ژل آلژينات سديم به منظور جداسازي حباب

هـا از محلـول ژلاتينـي        اي استفاده شد و تمامي حباب      يك ميله شيشه  

بـا  شدن    همگنژل آماده شده در دماي اتاق به منظور         . رهاسازي شدند 

 4سپس در دمـاي     . دزده ش   ساعت به هم   5زن مغناطيسي به مدت      هم

هـاي آلژينـات    براي تهيه كپـسول . درجه تا زمان استفاده نگهداري شد     

هـاي    بـه همـراه غلظـت      HRPكلسيم ابتدا مقـدار مشخـصي از آنـزيم          

تهيه شده و مقدار    )  درصد وزني  5 و   4 ،   3،  1،2(مختلف كلريد كلسيم    

مشخصي آنزيم خالص خريداري شده به آن اضافه شـد و سـپس ايـن               

متري بالاي ژل آلژينات سـديم تهيـه شـده        سانتي 10ز فاصله   محلول ا 

فوق به صورت قطره به قطره با استفاده از يك سرنگ سيليكوني اضافه             

  )  دور در دقيقـه 200(زن مغناطيـسي   زمان با اسـتفاده از هـم   شد و هم 

وسـيله آب   ه  هاي ايجاد شده ب     دقيقه كپسول  20بعد از   . به هم زده شد   

هـا   اين كپـسول  . ده و از محلول جداسازي شدند     مقطر شستشو داده ش   

) =7,4pH(يند حذف رنگ در محلول بافر فـسفات       آبراي استفاده در فر   

هاي شكيل متوسط قطر بيد]. 7-13[ درجه نگهداري شدند 4در دماي 

  . متر بوده است  ميلي3-4شده در اين روش 

  

   تعيين بازده آنزيم تثبيت شدهـ2ـ2ـ2

 �� ����� ����� ��
	)Y ( �� �
���� 
	 ��	��� �� ���
 ! 

���]#:[  

y=[(A-B)/A]*100 )4(  

 

  :رابطهكه در اين 

A :              مقدار كل آنزيم بر حسب ميلي گرم اضافه شده به محلـول تثبيـت

 و محلول شستشوي CaCl2 مانده در محلول مقدار آنزيم باقي: B، شده 

  .باشد  مييند تثبيت آنزيمآژل در فر

  

  ت آنزيم تثبيبازده ـ3ـ2ـ2

به منظور بررسي راندمان تثبيت آنـزيم روي بـستر لازم اسـت غلظـت               

بـه  . آنزيم را در محلول كلريد كلسيم و همچنـين بـستر تعيـين نمـود              

ها دو   هاي تشكيل شده، كپسول    منظور بررسي غلظت آنزيم در كپسول     

 2قرار داده شـده بعـد از   ) =7,4pH(نيم شده و در محلول بافر فسفات       

آنزيمـي بـا اسـتفاده از روش سـنجش آنزيمـي تعيـين              ساعت غلظـت    

 تثبيت آنزيم از تفاوت بين غلظت ابتدايي و انتهايي آنزيم       بازده]. 2[شد

  .گزارش شد

  

   بررسي ريزش آنزيمي ـ4ـ2ـ2

هـا در محلـول بـافر تـريس          به منظور بررسي ريزش آنزيمـي، كپـسول       

)8pH= (   هـا را     ساعت نگهـداري شـدند و سـپس كپـسول          18به مدت

غلظـت  . جداسازي نموده و در محلـول بـافر فـسفات نگهـداري شـدند        

گيري شـده و تفـاوت بـين غلظـت           ها اندازه  مانده آنزيم در كپسول    باقي

  ].6[اوليه و نهايي به عنوان درصد ريزش آنزيمي گزارش شده است

  

  گيري فعاليت آنزيم آزاد و محبوس شده  اندازهـ5ـ2ـ2

  آمينـو  -4با اسـتفاده از معـرف       سنجي   فعاليت آنزيم توسط روش رنگ    

اين . آنتي پيرن، فنل و پراكسيد هيدروژن به عنوان سوبسترا انجام شد          

كردن بافر فـسفات بـا        درجه سلسيوس توسط اضافه    25روش در دماي    

pH آمينو آنتي -4 مولار 0,0024 مولار فنل،  0,01:  كه شامل  7,4  برابر

ام شد و واحد آنزيمي  مولار پراكسيد هيدروژن بود انج0,0002پيرن و   

  محاسـبه شـده اسـت     ) U/g(برحسب يونيت آنـزيم بـر گـرم آلژينـات           

]15-8 .[  

  

 ـ6ـ2ـ2  بـا اسـتفاده از دسـتگاه        ADMI) رنـگ   ( محاسـبه    ـ

  تومترواسپكتروف

 روشي اسـت كـه توسـط انـستيتو توليدكننـدگان رنـگ              ADMIروش  

 هـا را   تـوان رنـگ نمونـه      مـي توسط ايـن روش،     . گذاري شد  آمريكا پايه 

 كـاربرد   ADMIاسـاس روش    . گيـري كـرد    رنگ آنها اندازه   مستقل از ته  

هاي آدامز نيكرسون است كه روش اصلاح شده سيـستم مـنظم             فرمول

اين معـادلات   . باشد مي جهت تعيين اختلاف رنگ يكنواخت       CIEرنگ  

 ـ. باشـد  ميبراي محاسبه يك عدد منفرد جهت مقادير مختلف رنگ           ه ب

 داشته باشيم كه نـسبت بـه يـك          B و   Aنگ  عنوان مثال، اگر دو نوع ر     

، سنجيده شوند، در صورتي كه اختلاف رنگ هر دو از )استاندارد( شاهد

 بـراي هـر دو يكـسان        ADMIبيرنگي مشابه باشند، مقدار واحد رنـگ        

به عبارت ديگر اين روش بر اسـاس تعيـين اخـتلاف رنـگ بـين                . است

د جهت تعيين رنگ آبها توان مياين روش . باشد مي نمونه ها و استاندارد

ــلاب ــصوص از      و فاض ــا بخ ــگ آنه ــصوصيات رن ــه خ ــي ك ــاي رنگ ه

 كبالت متفاوت باشد و همچنين آب و فاضلاب         -استانداردهاي پلاتينيم 

 كه در اين پژوهش از اين .]6، 7 [كار روده رنگ استاندارد ها ب مشابه ته

  . حذف رنگ استفاده شده استبازدهروش به منظور بررسي 

 

  مطالعه اثر غلظت آلژينات روي تثبيت آنزيم ـ7ـ2ـ2

ينـد تثبيـت آنزيمـي      آدر فر ) m/v % 4-1(هاي مختلف آلژينات     غلظت

 HRPطــول عمــر رنگبــري آنــزيم . مـورد اســتفاده قــرار گرفتــه اسـت  

شده روي آلژينات با آزمايشات پـي در پـي بـه منظـور بررسـي                 تثبيت

در . سي قرار گرفـت  امكان استفاده مجدد از آنزيم تثبيت شده مورد برر        
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يند حذف رنگ در ده بار متـوالي بـا اسـتفاده از آنـزيم               آاين مطالعه فر  

  .شده بررسي شده است تثبيت

  

 مطالعه سميت محصولات توليدي با استفاده از دافنيـا   ـ8ـ2ـ2

  مگنا

يند از روش ارائه شـده      آبه منظور بررسي سميت محصولات توليدي فر      

  ].6[يـا مگنـا اسـتفاده شـده اسـت           ارزيابي سميت بـا اسـتفاده از دافن       

گرها ابتدا بـه بررسـي سـميت         به منظور بررسي تداخل سميت واكنش     

طور ه گر ب دو واكنش آنزيم و پر اكسيد هيدروژن و همچنين سميت هر   

هـا قبـل و بعـد از       زمان پرداخته شده است و سـپس سـميت رنـگ           هم

  . يند مورد بررسي قرار گرفتآفر

  

  ـ نتايج و بحث3

 هاي آنزيم تثبيت شده لعه ويژگي مطاـ1ـ3

 سديم و كلريد كلسيم روي      ت بررسي اثر غلظت آلژينا    ـ1ـ1ـ3

   تشكيل كپسولبازده

 سديم و كلريد كلسيم روي   نتايج بررسي اثر غلظت آلژينات     1ل  در شك 

نتايج اين مطالعه نـشان داد در       .  تشكيل كپسول آورده شده است     بازده

 آلژينـات سـديم  بيـشترين         حجمي كلريد كلـسيم و     -وزني% 2غلظت  

هاي بيشتر و كمتر از   تشكيل كپسول ديده شده است و در غلظت       بازده

  . طور محسوسي كاهش يافته استه  تشكيل كپسول ببازدهآن 

        

 سديم و كلريد كلسيم روي       مطالعه اثر غلظت آلژينات    ـ2ـ1ـ3

  ريزش آنزيمي

هاي  ل لولهها در داخ گيري ريزش آنزيمي توسط قراردادن كپسول اندازه

 ساعت صـورت  22 به مدت 8 معادل pHآزمايش محتوي بافر تريس با  

  . آورده شده است2نتايج اين مطالعه در شكل . گرفت
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 تشكيل بازده سديم و كلريد كلسيم روي ت بررسي اثر غلظت آلژينا:1شكل

  .كپسول
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 سديم و كلريد كلسيم روي ريزش ته اثر غلظت آلژينا مطالع:2شكل 

  .آنزيمي

  

   ـوزنـي % 2 غلظـت  مـشخص اسـت در   2طور كه در شـكل   همان

 كمترين ريـزش آنزيمـي ايجـاد        مي كلس دي و كلر  مي سد تنايآلژحجمي  

ها به عنوان غلظت بهينه در تثبيت آنزيم مـورد    شده است و اين غلظت    

همكـارانش شـرايط بهينـه خـواص        زاده و    عـالم . استفاده قرار گرفتنـد   

 درصد وزني حجمي 1 و 5,5هاي به ترتيب    در غلظت  كاتاليزوري  زيست

 و همكـارانش   لاي].7[ از كلريد كلسيم و آلژينـات را گـزارش نمودنـد      

 كـه بوسـيله گلوترآلدهيـد       APGشرايط بهينه براي تثبيت آنزيم روي       

 شـده   U/g 50 فعال شده است و منجر به افزايش فعاليت ويژه آنزيم تا          

گـراد    درجـه سـانتي    10 و دمـاي     7,5-9,5  برابـر  pHاست را در دامنه     

  ].8[ گزارش كردند

  

 بر فعاليت آنزيمي آنزيم تثبيت شـده        pH مقايسه اثر    ـ3ـ1ـ3

  روي آلژينات و آزاد

. دهنـد  مـي  خاص انجـام  يها pH سوبسترا را درلي تبدني بهترها آنزيم

 ـ pH  را در دامنهتيال فعنيبهتر HRP دهد يمطالعات نشان م  5-8 نيب

 مـورد اسـتفاده   دروژني ـبه شدت متاثر از دهنـده ه  pH نيدارد البته ا

 2 و 1 ياني ـ مبي ـ تركلي تـشك يبـرا  K2 و K1  واكـنش يها ثابت .دارد

 يماند ول مي ي ثبت باقيياي و قليخنث pH در K1 باشد مي pH وابسته به

   .ابدي مي كاهش يدياس pH در دامنه

 بر روي فعاليت آنزيمـي  pHعه به بررسي و مقايسه اثر     در اين مطال  

 بـه   pH سـطح    5در  . به صورت آزاد و تثبيت شده پرداخته شده اسـت         

نتايج اين  . بررسي فعاليت نسبي آنزيم به دو صورت پرداخته شده است         

نتايج اين مطالعه نشان داد درصد      .  آورده شده است   3مطالعه در شكل    

   نـسبت بـه آنـزيم     7,5 بهينـه    pHه در   فعاليت نسبي آنزيم تثبيت شـد     

 pHهمچنين آنزيم تثبيت شـده در دامنـه         . به صورت آزاد بيشتر است    

 نسبت به آنزيم آزاد فعاليت بيشتري از خود نشان داده اسـت       9,5-5,5

توان گفـت آنـزيم تثبيـت شـده داراي مقاومـت بيـشتري         ميبنابر اين   
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بنـابراين در   . ارد محـيط د   pHنسبت به آنزيم بصورت آزاد به تغييـرات         

  .  به عنوان مبنا مورد استفاده قرار گرفتpHادامه مطالعه اين 

  

  ـ مطالعه پايداري دمايي آنزيم تثبيت شده و آزاد4ـ1ـ3

به منظور بررسي و مقايـسه پايـداري دمـايي آنـزيم بـه صـورت آزاد و                 

 سطح دمايي مورد بررسـي قـرار   7تثبيت شده، فعاليت نسبي آنزيم در       

دهد پايداري   نتايج نشان مي  .  آورده شده است   4يج در شكل    نتا. گرفت

دمايي آنزيم تثبيت شده بيشتر از آنزيم آزاد بوده است بطـوري كـه در     

گــراد فعاليــت آنــزيم آزاد بطــور   درجــه ســانتي40دماهــاي بــالاتر از 

محسوسي كاهش يافته است ولي در آنزيم تثبيت شده فعاليـت آنـزيم             

گراد كاهش فعاليـت آنزيمـي ديـده          سانتي  درجه 50در دماهاي بالاي    

شـده   طور تفسير نمود كه آنزيم تثبيـت  توان اين بنابراين مي . شده است 

  .صورت آزاد دارده مقاومت دمايي بالاتري نسبت به آنزيم ب

  

  ـ  مطالعه حذف رنگ با استفاده از آنزيم تثبيت شده2ـ3

گرم بر ليتر و    بررسي ارتباط بين بين ميزان غلظت رنگ بر حسب ميلي         

ADMI       گيري شـده رنـگ در ايـن           با توجه به اينكه غلظت ثانويه اندازه

گيـري اســپكتروفوتومتري و بــر اســاس روش   مطالعـه براســاس انــدازه 

ADMI باشد، در اين مطالعه به بررسي ارتباط بـين ميـزان غلظـت               مي

.  آنهـا پرداختـه شـده اسـت        ADMIگرم بر ليتر و       رنگ بر حسب ميلي   

  . آورده شده است5 مطالعه در شكل نتايج اين

 مقـدار رنـگ     Yهـاي فـوق        به دست آمـده از شـكل       هاي  رابطهدر  

 مقدار غلظت رنگ بر حسب گرم بر ليتر         Xباشد و      مي ADMIبرحسب  

توان رابطه بـين غلظـت رنـگ بـر            با جايگذاري در فرمول مي    . باشد مي

  . را به دست آوردADMIگرم بر ليتر و  حسب ميلي
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شده روي آلژينات و   بر فعاليت آنزيمي آنزيم تثبيتpH مقايسه اثر :3شكل 

  .آزاد
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  .شده و آزاد  مطالعه پايداري دمايي آنزيم تثبيت:4شكل 

y = 42200x + 22
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 و ADMI برحسب 7 نارنجي  بررسي ارتباط بين غلظت رنگ اسيد :5شكل

  .گرم بر ليتر

  

y = 47530x + 4.5

R
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 و ADMI بر حسب 25 آبي بررسي ارتباط بين غلظت  رنگ اسيد :6شكل

  .گرم بر ليتر
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  . مطالعه حذف رنگ با استفاده از آنزيم تثبيت شده:7شكل 

  

  مطالعه حذف رنگ

 بـه عنـوان     25سـيد آبـي      و ا  7 اسـيد نـارنجي      در اين قسمت دو رنگ    

شده مـورد اسـتفاده قـرار        سوبسترا در حذف با استفاده از آنزيم تثبيت       

  .  آورده شده است7نتايج اين مطالعه در شكل . گرفت

 دقيقـه آنـزيم تثبيـت       60دهد در مدت زمـان       اين نتايج نشان مي   

 آبـي حذف در اسـيد     % 80 و   7 نارنجياسيد  % 70شده منجر به حذف     

ا افزايش زمان تماس ميزان افزايش حذف رنگ جزئي  شده است و ب25

  . بوده است
  

  شده  مطالعه استفاده مجدد آنزيم تثبيتـ3ـ3

شـده تعـداد دفعـاتي كـه         به منظور بررسي استفاده مجدد آنزيم تثبيت      

آنزيم تثبيت شده از محلول جدا شدند و همچنان كارايي حذف رنگ را 

  .داشتند مورد بررسي قرار گرفت
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 هاي اسيد شده در حذف رنگ  مطالعه استفاده مجدد آنزيم تثبيت:8شكل 

  .7 نارنجي و اسيد 25 آبي

  

 مرحله استفاده از آنزيم تثبيت شده و جداسازي 10در اين قسمت 

شده از محلول مورد استفاده قرار گرفت ونتايج اين آزمايشات در شكل            

  .  آورده شده است8

 مرحله استفاده از آنزيم تثبيـت  10دهد پس از  يج نشان مياين نتا 

طوري كه  ه  طور محسوسي كاهش يافته است ب     ه  شده فعاليت آنزيمي ب   

بـه  % 75-85 از 7 نـارنجي  و اسيد 25  آبي هاي اسيد   ميزان حذف رنگ  

  . كاهش يافته است% 10

  

هـاي    مطالعه استفاده مجدد آنزيم تثبيت شده در غلظت        ـ4ـ3

  7 و اسيد نارنجي 25 اسيد آبي ات در حذف رنگمختلف آلژين

تـوان بـه راحتـي جداسـازي و بـراي بررسـي        مـي آنزيم تثبيت شده را    

بـراي نـشان دادن ايـن    . مانده مجددا مورد بررسي قرار داد  فعاليت باقي 

ها پس از گذشت زمان بهينه واكنش از محلول خارج           خاصيت، كپسول 

اسـتفاده مجـدد در محلـول      طور كامل شسته شدند و بـراي        ه  شده و ب  

تعداد چرخه مناسب براي استفاده مجـدد از ايـن          . حاوي رنگ قرار داد   

. ها با توجه به كاهش چشمگير بازده حذف رنگ تعيين گرديـد            كپسول

به منظور بررسي استفاده مجدد از آنزيم تثبيت شده در اين قسمت به             

ميـزان  در ) چهار سطح غلظـت   (هاي مختلف آلژينات     بررسي اثر غلظت  

. دفعات استفاده مجدد آنزيم در حذف رنگ مورد مطالعـه قـرار گرفـت             

اين نتـايج نـشان     .  آورده شده است   10 و   9نتايج اين مطالعه در شكل      

هاي جداسازي شـده در هـر مرحلـه از           دهد فعاليت آنزيمي كپسول    مي

يابد و پس از ده مرحلـه اسـتفاده همچنـان     ميفرايند به تدريج كاهش    

 ـ   ميام  حذف رنگ انج   طـور چـشمگيري   ه شود ولي ميزان حذف رنگ ب

به كمتر از   % 85طوري كه راندمان حذف رنگ از       ه  كاهش يافته است ب   

هاي مختلف آلژينات نيـز تـاثيري     و همچنين غلظت  . رسيده است % 20

  . در كاهش فعاليت آنزيمي نداشته است
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شده در غلظت هاي مختلف  يم تثبيت مطالعه استفاده مجدد آنز:9شكل 

  .25 اسيد آبي آلژينات در حذف رنگ
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هاي مختلف   مطالعه استفاده مجدد آنزيم تثبيت شده در غلظت:10شكل

  .7 اسيد نارنجي آلژينات در حذف رنگ

  

 مطالعه اثر غلظت آنزيم در حـذف رنـگ بـا اسـتفاده از        ـ5ـ3

  شده آنزيم تثبيت

باشــند و همچنــين  مــيهــا داراي عمــر مشخــصي  از آنجــا كــه آنــزيم

باشـد، طبيعتـا حـذف       مـي هاي تبديلي وابسته به زمان واكنش        واكنش

كند بـه همـين دليـل در     ميرنگ به ميزان غلظت آنزيمي بستگي پيدا   

اين مطالعه به بررسي اثر غلظت آنـزيم در حـذف رنـگ بـا اسـتفاده از            

در اين مطالعه غلظت آنزيمي بر      . شده است آنزيم تثبيت شده پرداخته     

نتايج اين .  سطح مورد بررسي قرار گرفت7در ) U/g Alginate(حسب 

  دهــد مــيايــن نتــايج نــشان .  آورده شــده اســت11بخــش در شــكل 

U/g Alginate 1 از آنزيم و غلظت ADMI 1000 رنگ داراي بيشترين 

ــازده ــيش ا    ب ــي ب ــت آنزيم ــزايش غلظ ــا اف ــت و ب ــوده اس ــذف ب   ز ح

U/g Alginate 1كارايي حذف افزايش پيدا نكرده است ،   .  

  

 مطالعه اثر غلظت آب اكسيژنه در حذف رنگ با استفاده           ـ6ـ3

  شده از آنزيم تثبيت

ــسبت  ــشان داد كــه در ن ــه  مطالعــات برخــي از محققــين ن هــاي بهين

  .آب اكـسيژنه روي فعاليـت آنزيمـي تـاثير زيـادي دارد            /سوبسترا/آنزيم

 در اين مطالعه بـه بررسـي اثرغلظـت آب اكـسيژنه در       به همين منظور  

نتـايج  . شده پرداخته شـده اسـت      حذف رنگ با استفاده از آنزيم تثبيت      

دهد در نسبت   مينتايج نشان   .  آورده شده است   12اين بخش در شكل     

 حـذف در هـر دو       بـازده  حداكثر   1,25 مولي آب اكسيژنه به رنگ برابر     

  العه نشان داد كه از نـسبت مـولي  نتايج اين مط. رنگ ديده شده است

H2O2/dye   حـذف رنـگ     بـازده  با افزايش اين نسبت      1,25 تا   0,5 برابر 

% 40 و از    7 اسيد نـارنجي     براي رنگ % 73به  % 30يابد و از     ميافزايش  

ولـي پـس از آن بـا     .  رسيده اسـت   25 اسيد آبي    براي % 80به بيش از    

ايـن  . فتـه اسـت   حذف هر دو رنـگ كـاهش يا        بازدهافزايش اين نسبت    

تواند ناشي از اثر بازدارنـدگي آب اكـسيژنه كـه باعـث ايجـاد                مينتايج  

  هـاي آزاد   شـود و ايـن راديكـال       ميهاي آزاد اضافي در محلول       راديكال

شـدن   شوند و موجب غيرفعال    ميهاي فعال آنزيم وارد واكنش       با سايت 

  دهـد نـسبت بهينـه      نتـايج ايـن مطالعـه نـشان مـي         . گـردد  مـي آنزيم  

H2O2/dye         1,25  حـذف رنـگ برابـر    بـازده  براي رسيدن به حـد اكثـر 

  . باشد مي

  

ـ مطالعه سميت رنگ با استفاده از دافنيا مگنا قبل و بعـد             7ـ3

  از فرآيند تصفيه 

ـ مطالعه سميت آنزيم هورس راديـش پراكـسيداز روي       1ـ7ـ3

  دافنيا مگنا

 نـشان   استخراج شده روي دافنيا مگناHRPنتايج مطالعه سميت آنزيم  

 HRP آنــزيم h96 و h24 ، h 48 در دوره انكوباســيون LC50دهــد  مــي

از آنجا كه غلظـت    ). 13شكل(باشد     مي U/ml 20روي دافنيا مگنا برابر     

 بـوده اسـت    U/ml 1آنزيم مورد استفاده در اين مطالعه عموما كمتر از          

توانـد روي نتـايج حاصـل از آزمـون          نمـي  HRPتوان نتيجه گرفـت       مي

  .بعد از فرآيند آنزيمي تاثيرگذار باشدسميت رنگ 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

HRP dose (U/g alginate)

D
y
e
 r
e
m
o
v
a
l 
%

AO-7 AB-25

  

 مطالعه اثر غلظت آنزيم در حذف رنگ با استفاده از آنزيم :11 شكل

  .شده تثبيت
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 مطالعه اثر غلظت آب اكسيژنه در حذف رنگ با استفاده از آنزيم :12شكل

  .شده تثبيت
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  ه سميت پراكسيد هيدروژن  روي دافنيا مگنا مطالعـ2ـ7ـ3

نتايج مطالعه سميت آنزيم آب اكسيژنه روي دافنيا مگنا نشان ميدهـد            

LC50     در دوره انكوباسيونh24   ، h 48   و h96       روي دافنيـا مگنـا برابـر 

mM 8 از آنجـا كـه غلظـت آب اكـسيژنه مـورد            ). 14شـكل   ( باشد مي

توان نتيجه    بوده است مي   mM1استفاده در اين مطالعه عموما كمتر از        

تواند روي نتايج حاصل از آزمون سـميت رنـگ    گرفت آب اكسيژنه نمي 

  .يند آنزيمي تاثيرگذار باشدآبعد از فر

  

ـ سميت آنزيم هورس راديش پراكـسيداز و پراكـسيد          3ـ7ـ3

  هيدروژن روي دافنيا مگنا بطور همزمان

 بازدارنـدگي   به منظور بررسي امكـان ايجـاد اثـر تـشديدكنندگي و يـا             

هركدام از عوامل واكنش روي ميزان سميت توليدي به بررسي سميت           

آنزيم هورس راديش پراكسيداز و پراكسيد هيدروژن روي دافنيـا مگنـا     

بـدين منظـور از آب      ). 15شـكل   (ه است   زمان پرداخته شد    به طور هم  

اكسيژنه و آنزيم به طور همزمان در بررسي اثر سميت روي دافنيامگنـا        

نتـايج ايـن مطالعـه نـشان داد ايـن دو عامـل اثـر                . اده شده است  استف

  . تشديدكنندگي سميت بر روي دافنيامگنا نداشته است

y = 0.2715x + 20.016

R
2
 = 0.9762

0

5

10

15

20

25

24 48 96

Exposure time (hr)

L
C
5
0
 )
U
/m
l)

  
  . سميت آنزيم هورس راديش پراكسيداز روي دافنيا مگنا:13شكل

y = -0.45x + 8.7667
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  .ا مگنا  سميت پراكسيد هيدروژن روي دافني:14شكل 
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سميت آنزيم هورس راديش پراكسيداز و پراكسيد هيدروژن روي : 15 شكل

  .دافنيا مگنا

  

هاي مورد مطالعـه قبـل و بعـد از         مطالعه سميت رنگ   ـ4ـ7ـ3

  واكنش آنزيمي

 نـد يآ قبـل از فر    7 اسـيد نـارنجي      رنـگ نتايج مطالعه سميت حاصل از      

نا كه به منظور بررسي اثـر تـصفيه آنزيمـي روي             روي دافنيا مگ   هيتصف

  )LC50(دهد غلظـت كـشنده       كاهش سميت انجام شده است نشان مي      

h 24  ،h48   و h 96    گرم بر ليتر بـوده       ميلي 7,5 و   7,9،  8 بترتيب برابر

 h 96 و LC50 (h 24 ،h48(يند تصفيه غلظت كشنده    آاست و بعد از فر    

 ـ    گرم بر     ميلي 24 و   23،  21بترتيب به    طـور  ه  ليتر رسيده است يعني ب

در سـميت   % 65يند آنزيمي به طور متوسط موجب كاهش        آمتوسط فر 

  ).16شكل (  شده است7 اسيد نارنجي رنگ

 نـد يآ قبـل از فر    25 اسيد آبي    رنگنتايج مطالعه سميت حاصل از      

 روي دافنيا مگنا كه به منظور بررسي اثـر تـصفيه آنزيمـي روي               هيتصف

  ) LC50(دهد غلظـت كـشنده        ست نشان مي  كاهش سميت انجام شده ا    

h 24  ،h48   و h 96 گرم بر ليتـر بـوده     ميلي4,2 و 5، 6,5 بترتيب برابر

 h 96 و LC50 (h 24 ،h48(است و بعد از فرآيند تصفيه غلظت كشنده        

  گــرم بــر ليتــر رســيده اســت يعنــي  ميلــي15 و 13، 12بترتيــب بــه 

در % 60جب كـاهش    به طور متوسط فرايند آنزيمي به طور متوسط مو        

  نتـايج متفـاوتي   ). 17شـكل   ( شـده اسـت    25 اسيد آبـي     سميت رنگ 

  هـا پـس از اكـسيداسيون گـزارش شـده اسـت           در مورد سـميت رنـگ     

  برخــي از محققــان كــاهش ســميت رنــگ را پــس از اكــسيداسيون و 

برخي افزايش سميت را گزارش نمودند كه ناشي از تنوع در محصولات            

  باشـد   اي مختلـف اكـسيداسيون مـي      ينـده آهـا پـس از فر       جانبي رنگ 

]17-16.[  
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 . قبل و بعد از واكنش آنزيميAO-7 مطالعه سميت رنگ :16شكل
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  . قبل و بعد از واكنش آنزيميAB-25 مطالعه سميت رنگ :17شكل

  

  گيري ـ نتيجه4

شده بر روي آلژينـات كلـسيم        ثبيتنتايج اين مطالعه نشان داد آنزيم ت      

حجمـي آلژينـات سـديم و همچنـين در غلظـت       ـ  وزني% 2در غلظت 

حجمي كلريد كلـسيم داراي بيـشترين فعاليـت آنزيمـي      ـ  وزني% 1,5

 حذف رنگ از پساب آلوده رنگي بـيش         بازدهدر اين شرايط    . بوده است 

، 7,5 برابـر  pHشرايط بهينه حذف رنگ به ترتيـب،        . بوده است % 80از  

 آنزيم هورس راديش، زمـان مانـد      ADMI 1500  ،U/ml 1غلظت رنگ   

ميلي مولار در دماي محـيط بدسـت         2 دقيقه، غلظت آب اكسيژنه      60

 تغييـر در فعاليـت   بـا  دوره دههـا تـا     نتايج نشان داد كـه كپـسول      . آمد

   . قابل استفاده هستند همچنانباقيمانده آنها

فنيا مگنا نـشان داد ايـن روش        نتايج آزمون سميت با استفاده از دا      

. تصفيه منجر به كاهش شديدي در سميت پساب توليدي شـده اسـت            

اين روش تصفيه مواد سمي با توجه به مزاياي زيادتري كه نـسبت بـه               

ــاير روش ــداول   س ــصفيه مت ــاي ت ــسيداسيون، روش(ه ــل اك ــاي  مث ه

توانـد بـه عنـوان يـك گزينـه            دارد مـي  ) غيرهبيولوژيكي و شيميايي و     

ب براي تصفيه مواد ديرگداز و آروماتيك و مخصوصا مـواد رنگـي             مناس

اين مطالعه نشان داد آنزيم تثبيت شـده روي         . مورد استفاده قرار گيرد   

زدايـي رنـگ از      توانـد بـه منظـور حـذف و سـميت           آلژينات كلسيم مي  

  . فاضلاب صنايع مورد استفاده قرار گيرد
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