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Abstract 

 

Background and purpose: 2, 4-dinitrophenol (2,4-DNP) is categorized as one of the priority 

pollutants that is used in pharmaceutical and chemical industries, pesticides, etc. In this study we aimed at 

investigating the biodegradation of 2,4-DNP by immobilized laccase on nano-porous silica beads. 

Materials and methods: An experimental study was conducted in which the enzyme was 

chemically cross-linked on the nano-porous silica beads. Temperature (40-60 ˚C), contact time (2-12 h), 

mediator concentration (1-3 mM), pH (4-6) and initial pollutant concentration (10-30 ppm) were considered. 

The high performance liquid chromatography was applied to measure the degradation of the pollutant. 

Results: The maximum removal of 2,4-DNP (91%) was achieved at T=50˚C, 2,4-DNP 

concentration of 10 ppm, mediator concentration of 1 mM, pH=5 and 12h contact time. ANOVA analysis 

showed that contact time and pH had the most and lowest effect on the process efficiency, respectively. 

Conclusion: 2,4-DNP was effectively degraded by laccase. The reusability and resistibility of 

the enzyme improved through immobilization. The immobilized laccase on nano-porous silica beads 

could be applied to remove a wide range of phenolic pollutants. 
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 ـدرانـــازنـــي مـكـــــــزشـــوم پــــلــــگاه عشــــه دانـــلـــمج

 (904-949)   4931سال    دی    411بيست و ششم   شماره دوره 

 4931، دی  411شماره  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                             دوره بيست و ششم،        903

 پژوهشی

بررسي کارایي آنزیم لکاز تثبيت شده روي سيليکاي متخلخل در حذف 
 دي نيتروفنل از محيط آبي-2،4آلاینده 

 
       1احمد جنیدی جعفری

       1روشنک رضایی کلانتری

      2و3عماد دهقانی فرد

 4امیرحسین محوی 

      5محمدعلی فرامرزی

 2و6ابراهیم محمدی کلهری

 چكیده
های دارای تقدم از لحاظ زيست محیطي مطرح بوده که در ی نیتروفنل به عنوان يکي از آلايندهد-4و2 و هدف: سابقه

دی -4و2گردد. هدف از اين مطالعه بررسي تجزيه زيستي صنايع مختلف دارويي، شیمیايي، تولید سموم و غیره مصرف مي
 بوده است.نیتروفنل با استفاده از آنزيم لکاز تثبیت شدهروی بستر سیلیکای متخلخل 

در اين مطالعه تجربي آنزيم موردنظربه روش اتصال مستقیم شییمیايي روی بسیتر سییلیکای متخلخیل  ها:مواد و روش
( و 0تیا  4) pH(، mM2-3سیاعت(، غلظیت میدياتور )22تیا  2گراد(، زمان مانید )درجه سانتي 04تا  44تثبیت گرديد. دما )
فته شد. از روش کروماتوگرافي مايع بیا کیارايي بیالا جسیت سینجا مییزان ( در نظر گرppm 24-34غلظت اولیه آلاينده )

 تجزيه آلاينده استفاده گرديد.
درجیه، غلظیت آلاينیده  04درصد و در شرايط دمیای 12دی نیتروفنل به میزان -4و2ترين حذف آلاينده بیا ها:یافته

ppm24 مدياتور ،mM 2 ،0=pH ساعت به دست آمد. آزمیون 22و زمان ماندANOVA  نشیان داد کیه میوررترين مت ییر در
 بود. pHفرآيند حذف، زمان ماند و کم تاریرترين مت یر، 

دی نیتروفنل به طور مورری توسط آنزيم لکاز حذف گرديد. قابلیت بازيابي و افزايا مقاومیت -4و2آلاينده  استنتاج:
تیوان در حیذف شیده روی سییلیکای متخلخیل میيآنزيم در شرايط محیطي با فرآيند تثبیت افزايا يافت. از آنزيم تثبییت 

 های آلي فنلي موجود در آب استفاده نمود.ای از آلايندهطیف گسترده
 

 دی نیتروفنل، محلول های آبي-4و2لکاز، تجزيه زيستي، سیلیکای متخلخل با منافذ نانو، واژه های کلیدی: 
 

 مقدمه
تیرين (، يکیي از متیداولDNPترکیبات نیتروفنیل )

ت آلي موجود در پساب خروجي صنايع بوده کیه ترکیبا
های دارای تقدم سازمان حفاظت محیط در دسته آلاينده

عنوان ها به زيست آمريکا قرار گرفته است. دی نیتروفنل
باشیند کیه ان ترکیبات نیتروفنل میيیرکیب از مییترين تمیمس

 رينیتسمي (DNP-2,4) لیروفنیدی نیت -4و2ها در بین آن
 
 :dehghanifard@yahoo.com E-mail                           (HSE)مرکز تحقیقات بسداشت ايمني و محیط  ،دانشگاه علوم پزشکي البرز :کرج -عماد دهقانی فرد مسئول:مولف 

 دانشگاه علوم پزشکي ايران، تسران، ايران ،گروه مسندسي بسداشت محیط، دانشکده بسداشت ،استاد. 2
 دانشگاه علوم پزشکي البرز، کرج، ايران ،(HSE) بسداشت، ايمني و محیط مرکز تحقیقات. 2
 دانشگاه علوم پزشکي البرز، کرج، ايران ،دانشکده بسداشتگروه مسندسي بسداشت محیط،  . استاديار،3
 . استاديار، گروه مسندسي بسداشت محیط، دانشکده بسداشت دانشگاه علوم پزشکي تسران، تسران، ايران4
 یار، گروه بیوتکنولوژی دارويي، دانشکده داروسازی دانشگاه علوم پزشکي تسران، تسران، ايران. دانش0
 دانشگاه علوم پزشکي البرز، کرج، ايران ،دانشکده بسداشتگروه مسندسي بسداشت محیط، . مربي، 0
 : 32/0/2310تاريخ تصويب :               1/3/2310 تاريخ ارجاع جست اصلاحات :             22/2/2310 تاريخ دريافت 
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 و همکاران احمد جنیدی جعفری     

 909    4931، دی  411و ششم، شماره  دوره بيست                 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            

 پژوهشی

 .(2)باشیدپذير میيترکیب و در دسته ترکیبات سخت تجزيه

دی نیتروفنل به صورت کريستال جامد زرد رنی   -4و2

ها، داروسازی، رن  کابوده که در صنايع تولید حشره

 هیایگر وجیود يیوننساجي، مواد انفجاری و به عنوان نشان

بیه  DNPپی  از ورود  پتاسیم و آمونییوم کیاربرد دارد.

 های مختلف بیدنبدن، جريان خون اين آلاينده را به ارگان

پیذيری برد. قابلیت تجمعها ميها و چشمنظیر کبد، کلیه

DNP  پايین بوده، با اين حیالDNP  توسیط فرآينیدهای

های واسط تبديل شده که منجیر بیه شیمیايي به متابولیت

شیود. اریرات بروز اررات کوتاه میدت و بلنید میدت میي

کوتییاه مییدت آن شییامل افییزايا دمییای بییدن، افییزايا 

های پوستي است. سوخت و ساز بدن، اگزما و حساسیت

مواجسه طولاني مدت با اين آلاينیده موجیب بیروز آب 

هیای مرواريد، تورم غدد لنفاوی، کیاها مییزان گلبیول

 سفید، مرگ زودرس جنین، پوکي اسیتخوان، از بیین رفیتن

تم سیستم اعصاب مرکزی، آسییب سیها، آسیب سیناخن

گییردد. عروقییي و در نسايییت مییرگ زودرس مییي -قلبییي

را در  DNPسییازمان حفاظییت محیییط زيسییت آمريکییا 

های دارای تقدم طبقه بنیدی و اسیتاندارد رديف آلاينده

ها، کیم تیر ها و درياچهآن را در منابع آبي نظیر رودخانه

ترکییب ورود ايین  .(2)اعلام نموده است mg/L 42/4از 

هیای صینايع، حیواد  به محیط زيست ناشي از فاضلاب

هیای کايا به عنوان ترکیب واسط ناشي از تجزيه آفت

  .(3)باشددی نیتروفنل مي-4و2حاوی 

هییای مختلییف فیزيکییي و شیییمیايي کییه بییرای روش

انید های نیتروفنل مورد استفاده قرار گرفتهتصفیه آلاينده

ن شیمیايي، ترسیب، شامل فرآيندهای جذب، اکسیداسیو

هیا باشد که هر کیدام از ايین روشتبخیر و سوزاندن مي

 .(0-4)باشیدهای اقتصادی و کاربردی میيدارای محدوديت

های بیولوژيکي جست تجزيیه ترکیبیات استفاده از روش

آلي به دلیل کارايي و قابلیت کاربرد بالا، همیواره میورد 

هیای ه از قیار در اين میان اسیتفاد .(2،8)توجه بوده است

 ای( جست تجزيه طیف گستردهWhite rotسفید پوسیدگي)

ترکیبیات  پذير، به خصوصاز ترکیبات آلي سخت تجزيه

ای حاوی فنل مورد توجه بوده است. اساس کیار تجزيیه

هیای ت ییردهنیده لیگنیین نظییر ها، ترشح آنزيماين قار 

از ( پراکسیداز، لیگنیین پراکسییداز و لکیIIآنزيم منگنز )

 . اگرچه کیارآيي فرآينیدهای(1-22)باشد)فنل اکسیداز( مي

هیا میورد توجیه هیای کیم آلاينیدهبیولوژيکي در غلظت

باشد، با اين حال حساسییت ايین فرآينیدها نسیبت بیه مي

های بار آلي، نیاز به زمیان مانید طیولاني و تولیید شوک

حجم بالای لجن منجر به کاها تمايل به استفاده از اين 

بییا ايیین حییال بسیییاری از ايیین  .(22)ها شییده اسییتفرآينیید

هییا در فرآينییدهای بییر پايییه آنییزيم، بییه دلیییل محییدوديت

های آلي ای از آلايندهقابلیت کاربرد برای طیف گسترده

، دمیا pHهای متفاوت و در محدوده مت یری از با غلظت

  .(23)و شوری مرتفع شده است

بانید  (، آنزيم اکسیداز بیا چنیدEC 1.10.3.2لکاز )

مختلیف می ، توانیايي تسیريع اکسیداسییون بسیییاری از 

ها( از طريق احییای اکسیی ن بیه ترکیبات آلي )اکثراً فنل

 بیییه قیییادر لکیییاز ميآنیییز. (24-20)باشیییدآب را دارا مییي

 باتیترک خصوصبه و کیآرومات باتیترک ونیداسیاکس

 تیون،يز روغن عيصنا از يناش فنله باتیترک. باشديم فنله

 توسط يخوببه الکل ايپالا و کاغذ و ریخم ،يمیپتروش

 .(22-24)اندشده دهیاکس لکاز ميآنز لهیوسبه ونیداسیاکس

 ونیداسییمطالعیات درخصیوص اکس ريسا جينتا نیچنهم

 ریییفنلییه نظ یهییاحلقییه یحییاو بییینوترک یهییانییدهيآلا

 اسیییترون، ول،ياسیییتراد کلوفنیییاک،يد ،(22)نوفنیاسیییتام

و  A فنییل یبی ،(23)کلوسیانیتیر ،(22)ولياسیترادلیینیات

توسط  باتیترک نيا ونیداسیاز اکس يحاک (24)فنللینون

 طوربه توانديم لکاز ميآنز نیچنهم. باشديلکاز م ميآنز

 زیین ريپیذهيیتجز سخت يآل باتیترک ريسا با میرمستقیغ

 بیترک نمونه یبرا. يدنما دیها را اکسواکنا داده و آن

 بیه قیادر لکیاز ميآنیز سیطتو میمسیتق طور به بنزنياکس

رغم مزايای کیاربرد ايین علي .(20)باشدينم شدن دیاکس

آنزيم نظییر کیارايي بیالا، غییر فعیال شیدن در اریر ت یییر 

چنین عدم قابلیت ( و همغیره، دما و pHشرايط محیطي )

ترين نقاط ضعف کاربرد اين آنزيم در بازيابي آن از مسم
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 دی نيتروفنل -1،3آنزیم لكاز روی سيليكای متخلخل در حذف آلاینده  یيکارا
 

 4931، دی  411ندران                                                                             دوره بيست و ششم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشكي ماز       901

هیای میورر جسیت باشد. يکي از روشمقیاس صنعتي مي

افییزايا مقاومییت آنییزيم و نیییز بازيییابي آن، اسییتفاده از 

 .(20)باشیدبسترهای مختلف جست تثبیت آنزيم لکاز میي

قابلیت کاربرد بسترهای مختلیف  رویمطالعات مختلفي 

، بسیترهای (22)نظیر کربن فعیال، کیتیوزان میکروسیفری

 و نیانوررات (21)های پلي اکريلونیتريیلدانه ،(28)پلیمری

صیورت پذيرفتیه اسیت. تیاکنون  (34)مگنتیک کیتیوزان

مطالعات مختلفي در خصوص کاربرد آنزيم لکاز تثبییت 

هییای آلییي مختلییف نظیییر شییده بییرای حییذف آلاينییده

هیای و پلیي هییدروکربن (32)هیارنی  ،(32)هیاکلروفنل

حال تاکنون  صورت پذيرفته است. با اين (33)آروماتیک

ترکیبیات نیتروفنیل مطالعه مناسیبي در خصیوص تجزيیه 

توسط آنزيم لکیاز تثبییت شیده صیورت نگرفتیه اسیت. 

اين مطالعه بررسي کیارايي آنیزيم لکیاز )قیار   از هدف

Trametes versicolor تثبییت شیده روی سیییلیکای )

دی نیتروفنیل از محییط -4،2متخلخل در حذف آلاينده 

 .بوده استآبي 
 

 مواد و روش ها
 ده است.حاضر يک مطالعه تجربي بو مطالعه

 

 مواد شیمیايي -
 Trametes versicolorپودر آنزيم لکاز از نوع قیارچي 

، سیلیکای متخلخیل سییلانیزه >u/mg 24با میزان فعالیت 

 ABTSدرصید( و میدياتور 20شده، محلول گلوتار آلدئید )

[2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) از ]

 و ترکیب Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)شرکت 

 (HPLCدی نیتروفنل، استونیتريل و متیانول )خلیوص  -4و2

  تسیه شد. Merck (Darmstadt, Germany)از شرکت 

 

 تثبیت آنزيم روی بستر سیلیکای متخلخل -

روش تثبیییت آنییزيم لکییاز روی بسییتر سیییلیکای 

 Champagne and Ramsayمتخلخل مطیابق روش مطالعیه 

 م از بسییتر سیییلیکای متخلخییل )قطییر گییر 4. (0)باشییدمییي

mm 300-044 سطح ،/g2m 2/42  و قطیر منافیذnm 0/32) 

درصیید گلوتییار آلدئییید در محلییول بییافر 0/2در محلییول 

)تحت فشار خلاء( قرار گرفت تا فرآيند  pH 5.0فسفات 

Degasification انجام شود. پ  از آن بسیتر را در محلیول 

(  at pH 5.0 4PO2KH≈ 2.0 U/mL in 0.1 M)آنیزيم لکیاز 

قرار داده و سپ  توسط آب مقطر و محلول بافر فسفات 

  .(1)گرددشستشو مي

 

 سنجا آنزيم -

میزان فعالیت آنزيم لکاز از طريق تولید رن  ناشي 

توسییط ، ˚ABTSˉبییه راديکییال  ABTSاز اکسیداسیییون 

 nm424درطول میوج  CECIL 8600دستگاه اسپکتروفتومتر 

بیا  ABTSسنجا حاوی ترکییب تعیین گرديد. محلول 

mM 2/4 (0 =pH )، بافر سیديم اسیتات mM 2/4غلظت 

فعالیت آنیزيم بیه مییزان  .(21)و مقدار مشخصي از آنزيم بود

 µmol 2يک واحد برابر با مقداری از آنزيم است که بتواند 

   .(1)را در يک دقیقه اکسید نمايد ABTSاز 

 یلیکایجست تعیین راندمان تثبیت آنزيم روی بسیتر سی

 متخلخل پ  از طي مدت زمان لازم جست تثبیت )حیداقل

ساعت(، بستر حاوی آنزيم استخراج گرديده و میزان  30

کیه نتیايج نشیان داد تمیامي  (1)فعالیت آن سینجیده شید

 آنزيم محلول در بافر روی بستر، تثبیت گرديده و محلیول

گونیه فعالیییت آنزيمیي نشیان نیداد . تصییوير رانويیه هیی 

 ABTS مییدياتور توسییطمقییادير جییذب نییور  2شییماره 

لکاز تثبیت شیده را  اکسید شده ناشي از واکنا با آنزيم

دهد. محاسیبات مییزان فعالییت آنیزيم لکیاز بیر نشان مي

  :(34)لامبرت به صورت زير است-مبنای رابطه بیر
 

 A=εCL            (2رابطه )

برابر ضیريب  εبرابر میزان جذب نور،  Aکه در آن 

برابر فاصیله عبیوری  L(، M-1 cm-1ي سوبسترا )خاموش

( mol/Lبرابیر غلظیت میاده جیارب نیور ) C( و cmنور )

های که میزان جذب نور در زمانباشد. با توجه به اينمي

تمییاس سوبسییترا بییا آنییزيم  4تییا  2مختلییف از دقیقییه 

گیری گرديد، نمودار و معادله خط برای آن رسیم اندازه

باشید. از نیوع درجیه يیک میيشده که نوع معادله خیط 
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در رابطیه  Aدر اين معادله، جیايگزين ضیريب  xضريب 

کییه برابییر غلظییت  Cلامبییرت شییده و مقییدار -قییانون بیییر

باشید، تولید شده( میي -ABTSسوبسترای مصرف شده )

در  x، ضیريب 2شیماره  نمودارگردد. مطابق محاسبه مي

  باشد.مي 42/4معادله خط به دست آمده برابر 
 

                           (2ه )رابط

                            (3رابطه )

                 (4رابطه )

 (0)رابطه

 

 
اکسید شده ناشي  ABTSمقادير جذب نور توسط  :1 شماره نمودار

 ا آنزيماز واکنا ب

 

 µmol 220/4شود که در يیک دقیقیه، مشاهده مي

گردد. بیا توجیه بیه تعريیف مییزان تولید مي -ABTSاز 

که مقدار آنزيم میورد اسیتفاده بیرای فعالیت آنزيم و اين

بیود، بنیابراين  mg 42/4تعیین میزان فعالیت آنزيم برابیر 

ه بی u/mg 0/22میزان فعالیت آنزيم لکاز تسیه شده برابیر 

  ت آمد.دس
 

      (0رابطه )
 

 ی نیتروفنل توسط آنزيم تثبیت شدهد-4و2تجزيه آلاينده  -

در اين مطالعه از روش يک فیاکتور در زمیان بیرای 

تعیین میزان حجم نمونه استفاده شد کیه حجیم نمونیه بیا 

 ییت شیدهاحتساب تعیین قابلیت بازيابي و پايداری آنیزيم تثب

نمونه درنظر گرفته شد. جسیت تعییین کیارايي  384برابر 

دی نیتروفنیل، -4و2آنزيم تثبیت شده بر تجزيه آلاينیده 

گرم از سیلیکای متخلخل حاوی آنزيم لکیاز تثبییت  0/4

( در 2U/m 41/4±28/2) U 8/3±04شیییده بیییه مییییزان 

( ريخته شد. فاضلاب mL 04راکتور ناپیوسته )ارلن ماير 

هیای دی نیتروفنل با غلظت-4و2وی آلاينده سنتتیک حا

ppm 34  در بییافر فسییفات  24، 24و(M 2/4 ،0-4=pH )

بییه راکتییور اضییافه  2، 2و  mM 3)مییدياتور(  ABTSو 

گیراد درجه سانتي 04تا  44گرديد. مت یر دما در حدوده 

( قیرار rpm 204تنظیم و راکتور در انکوباتور شیکردار )

از  mL 2اری شیامل برداشیت داده شد. مرحله نمونه بیرد

سیاعت(  22تیا  2محلول داخل راکتور )در فاصله زماني 

از جین   µm 2/4هیا توسیط فیلترهیای بود. سپ  نمونه

PTFE (Polytetrafluoroethylene فیلتر گرديیده و در )

درجیییه  4ای تییییره رنییی  و در دمیییای ظیییروف شیشیییه

  نگسداری شد. گرادسانتي

 

 آنالیز نمونه ها -

دی نیتروفنییل -4و2ین غلظییت آلاينییده جسییت تعییی

موجییود در محلییول واکیینا از دسییتگاه کرومییاتوگرافي 

مجسیز  CECIL 4100( مدل HPLCمايع با کارايي بالا )

اسییتفاده گرديیید. سییتون مییورد  UV/VISبییه آشکارسییاز 

اسییتفاده جسییت جداسییازی ترکیبییات آلییي ورودی بییه 

MZ-1 PerfectSil (mm 0/4*cm 20 )دسیتگاه از نییوع 

. حیلال میورد اسیتفاده از نیوع اسیتونیتريل )خلیوص بود

HPLC و بییافر مییورد اسییتفاده از نییوع محلییول اسییتات )

و بییا دبییي  04:04(v/vدرصیید بییوده کییه بییه نسییبت )0/4

mL/min 2 میوج شید. طیولبه داخیل دسیتگاه وارد میي

 nm 204دی نیتروفنیل برابیر -4و2دتکتور برای آلاينیده 

  بود. 0دقیقه  بوده که زمان خروج آلاينده حدود
 

 یافته ها
مورفولوژی بستر سیلیکای متخلخل با منافیذ نیانو بیا 

نشان  2در تصوير شماره  SEMاستفاده از میکروسکوپ 

طییور کییه مشییخ  اسییت، اکثییر داده شییده اسییت. همییان

های سیلیکا )در مقیاس میکرون( به صورت کروی با دانه

، باشد. با ايین حیال در مقییاس نیانوسطوح يکنواخت مي
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باشد که قطر اکثر ها دارای حفرات بسیاری ميسطح دانه

است. وجیود حفیرات نیانو روی  nm 244تر از ها کمآن

ها، موجیب افیزايا سیطح تمیاس و در نتیجیه سطح دانه

طور که افزايا ظرفیت تثبیت آنزيم گرديده است. همان

در اطلاعات بستر خريداری شیده ارائیه گرديیده اسیت، 

   باشد.مي m2/g 2/42های سیلیکا برابر مساحت سطحي دانه

 

 
 الف

 
 ب

 
 ج

 های بستر سیلیکای متخلخیلتصوير میکروسکوپي دانه :1تصویر شماره 

ها در مقییاس میکیرون، ب( سیطح با منافذ نانو: الف( نمای کلي دانه

 ها به همراه آنزيم تثبیت شدهها در حالت خام، ج( سطح دانهدانه

 

کاز در دو شکل آزاد و تثبیت میزان فعالیت آنزيم ل

 طیورو دما مقايسه گرديد. همان pHشده در شرايط مختلف 

تیرين نشان داده شده است، بییا 2در تصوير شماره که 

به دست آمد. با ايین  pH=0آنزيم لکاز در  میزان فعالیت

حال روند ت ییرات میزان فعالیت آنزيم لکاز در دو شکل 

طیوری کیه داشیته بیه آزاد و تثبیت شیده بیا هیم تفیاوت

تیر از کم pHفعالیت آنزيم تثبیت شده در مقابل ت ییرات 

تیر آنیزيم حالت آزاد آن بود که نشان از مقاومیت بییا

تثبیت شده نسبت به شرايط محیطي را دارد. در محدوده 

0-4=pH فعالیت نسبي آنزيم لکاز تثبییت شیده حیدود ،

آنیزيم  درصد ت ییر يافت در حالي که اين میزان برای24

درصد بیود. بیه عیلاوه آزمايشیات اولییه  04آزاد حدود 

نشان دادند که میزان فعالیت نسیبي آنیزيم آزاد و تثبییت 

درصد 02درصد و 28به ترتیب برابر  pH=3شده لکاز در 

 04میزان فعالیت نسبي آنزيم تثبیت شده بین  pH=8و در 

درصد بوده که در اين شرايط آنزيم آزاد غیر فعال  24تا 

گرديد. جست تعیین تاریر مت ییر دمیا بیر عملکیرد آنیزيم 

لکاز، میزان فعالییت آنیزيم لکیاز آزاد و تثبییت شیده در 

 ABTSحاوی میدياتور  M 2/4 ،0=pHمحلول بافر فسفات 

گیراد درجیه سیانتي 04تیا  24در دمای  mM 2با غلظت 

نشیان  3طور که در تصیوير شیماره بررسي گرديد. همان

آنزيم لکاز آزاد و  کثر میزان فعالیتداده شده است، حدا

گراد به ربت رسیید. درجه سانتي 04تثبیت شده در دمای 

چنین میزان فعالیت آنزيم لکاز تثبیت شده در دماهای هم

تیر از نیوع آزاد گراد( بییادرجه سانتي 04تا  04بالاتر )

آن بود. نتايج مطالعات مختلفي حاکي از مقاومت آنزيم 

بر ت ییرات دمايي در مقايسه با نوع آزاد تثبیت شده در برا

نتايج مطالعه نشان داد که میزان فعالییت  .(21)باشدآن مي

گیراد درجیه سیانتي 04نسبي آنزيم لکیاز آزاد در دمیای 

متوقف گرديد در حیالي کیه مییزان فعالییت نسیبي نیوع 

  درصد کاها يافته بود.44تثبیت شده آن تنسا 

 

 
 

 سبي آنزيم لکاز آزاد و تثبیت شده در مقاديرفعالیت ن: 2شماره  نمودار

 =دماCo 20؛ pH ،mM 2=ABTSمختلف 
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مقايسه تاریر مت یر دما بر عملکرد آنزيم لکاز آزاد و  :3شماره  نمودار

 pH=0؛ mM 2=ABTSتثبیت شده، 

 

دی نیتروفنل در راکتیور -4و2تجزيه آنزيمي آلاينده 

زيم لکیاز جريان ناپیوسته حاوی فاضلاب سینتتیک و آنی

تثبیت شده روی سیلیکای متخلخیل بررسیي شید. نتیايج 

مطالعییه نشییان داد کییه سیسییتم آنزيمییي قییادر بییه تجزيییه 

(. 4شیماره  نمیودارباشید )ميدی نیتروفنل -4و2آلاينده 

در  دی نیتروفنیل-4و2حداکثر رانیدمان تجزيیه آلاينیده 

گیراد درجه سانتي 04ساعت تماس و در دمای  22مدت 

(0=pH ،mM 2=ABTS به میزان ،)درصد بیه دسیت 12

میلیي  1/4آمد که غلظت باقیمانده آلاينده به کیم تیر از 

گرم در لیتر رسید. لازم به رکر است که با افزايا زمیان 

-4و2ساعت، راندمان حذف آلاينیده  22تماس بیا از 

  (.p >40/4) داری نداشتيدی نیتروفنل کاها معن

 

 
 

 دی نیتروفنل-4و2ه و نرخ تجزيه آلاينده غلظت باقیماند :4شماره  نمودار

 ؛mM 2=ABTS؛ ppm 24 =DNP-2,4در مقادير مختلف زمان ماند، 

Co 04 0=دما؛=pH 

 

میزان پايداری آنزيم تثبیت شده روی بستر به عنوان 

هیای تجزيیه آنزيمیي هیای مسیم سیسیتميکي از شاخصه

 باشد. نتايج مطالعه نشان داد که آنزيم لکیاز تثبییت شیدهمي

 روز را 34روی سیلیکای متخلخل دارای قابلیت کیاربرد تیا 

توسیط  باشد. میزان فعالیت آنزيم به صورت روزانیهدارا مي

میدياتور دستگاه اسپکتروفتومتر و ت یییر رنی  ناشیي از 

ABTS 0شیماره  نمیودارطورکیه در گیری شد. هماناندازه 

روزه آنیزيم لکیاز  34نشان داده شده است، در طیي دوه 

درصید  80یت شده روی سیلیکای متخلخل توانسته تا تثب

فعالیت اولیه خود را حفظ نمايد. در حالي که اين مقدار 

 تیواندرصد بود. بنابراين مي 20برای آنزيم لکاز آزاد تنسا 

گیری نمود که فرآيند تثبیت آنزيم منجر به افزايا نتیجه

  حفظ فعالیت آنزيم لکاز شده است. پايداری و
 

 
 

 مقايسه میزان پايداری آنزيم لکاز آزاد و تثبیت شده، :5شماره  ارنمود

mM 2=ABTS 0؛=pH ؛Co 04دما= 

 

 بحث
 زمان تماس نقا بسیار مسمي در تجزيه آلاينیده بیازی

 تاریر مثبت افزاياBanerjee و  Bhattacharyaکند. مي

 دی کلروفنیل نشیان -4و2زمان تماس را در حذف آلاينده 

 دی نیتروفنیل-4و2. اما با افزايا غلظت آلاينده (30)دادند

سرعت تجزيیه آنزيمیي از گرم در لیتر، میلي 34به  24از 

mM/h 420/4  بهmM/h 442/4 توانیدکاها يافت که میي 

به دلیل غیرفعال شدن آنزيم و يا افزايا غلظت ترکیبات 

دی نیتروفنیل و -4و2واسط ناشي از تجزيه آلاينیده  آلي

در نتیجه مصرف شدن مقداری از توان سیسیتم آنزيمیي 

 طیور کیه در. همیان(21)جست تجزيه اين ترکیبات باشید

نشییان داده شییده اسییت، رونیید تجزيییه  0شییماره  نمییودار

دی نیتروفنل منطبق بیا رونید ت یییر -4و2آنزيمي آلاينده 

باشید کیه میي pHشرايط مختلف فعالیت آنزيم لکاز در 

 .(30،32)باشیدهای ساير مطالعات مياين نتايج مطابق يافته

نتايج مطالعه نشان داد که عملکرد بسینه سیسیتم آنزيمیي 

بوده کیه  pH=0دی نیتروفنل در -4و2در تجزيه آلاينده 

و  Okazakiامیا  .(30،38)مشابه نتايج سیاير مطالعیات بیود
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بسینییه بییرای تجزيییه  pHان را بییه عنییو pH=3همکییاران 

آنییزيم توسییط  α-phenylenediamineآنزيمییي آلاينییده 

کیه  نشیان دادنید Carialus versicalarلکاز ناشي از قار  

 توان به دلییل بیافر، نیوع و خلیوص آنیزيماين تفاوت را مي

و همکیاران  Nicolucci .(31)مورد استفاده توجییه نمیود

اسییدی  pHاز در نشان دادند که میزان فعالیت آنزيم لکی

 به علاوه مییزان فعالییت .(21)باشدتر از محیط قلیايي ميبیا

تقريبیاً  pH=4-2/0آنزيم لکاز تثبییت شیده در محیدوده 

  .(31)رابت بود

 

 
 

 فعالیت نسبي آنزيم لکاز تثبیت شده در مقادير مختلف :6شماره  نمودار

pH ،ppm 24 =2,4-DNP ؛mM 2=ABTS ؛oC 04دما= 

 

نده )سوبسترا( يکي از پارامترهیای مسیم غلظت آلاي

باشید. هیای بیولیوژيکي میيدر ارزيابي عملکیرد سیسیتم

تواند به عنیوان يیک عامیل دو جانبیه غلظت سوبسترا مي

 طیورتاریر بگذارد. همان های بیولوژيکيعملکرد سیستمروی 

 کییه نتییايج مطالعییه نشییان داد، افییزايا غلظییت آلاينییده 

موجییب  mg/L 34بییه  mg/L 24دی نیتروفنییل از -4و2

درصد  0/00درصد به 12کاها راندمان اکسیداسیون از 

درجه  04، دما mM 2، مدياتور= pH=0در شرايط بسینه )

نشیان از تیاریر  ANOVAسلسیوس( گرديد کیه آزمیون 

دار افییزايا غلظییت آلاينییده بییر کییاها رانییدمان يمعنیی

ای (. در مطالعیه>40/4pعملکرد سیستم آنزيمي داشت )

روی حیذف  2424و همکیاران در سیال  Qiuوسط که ت

کلروفنیل توسیط آنیزيم کلروفنل و تریهای دیآلاينده

لکاز تثبیت شده روی سییلیکای متخلخیل تسییه شیده بیه 

انجام گرديد، مشخ  شد که با افیزايا  Sol-gelروش 

 mMکلروفنل از های دی کلروفنل و تریغلظت آلاينده

 ˚C، دمای g/L 2، 0/4=pH)غلظت آنزيم  mM 2به  2/4

درصید  4/12درصید )8/0(، راندمان حذف به ترتیب 40

درصید(  12درصید بیه  18درصید ) 0درصد( و  0/80به 

  .(44)کاها يافت

آنزيم لکاز معمولاً دارای پتانسییل ردوکی  پیايیني 

( که کاربرد آن را برای تجزيیه طییف V 8/4-0/4بوده )

 .(43-42)زد سیاهای آلي محدود میيای از آلايندهگسترده

با اين وجود استفاده از ترکیبات با وزن مولکولي کم که 

توانید شیوند، میيمعمولاً به عنیوان میدياتور شیناخته میي

 سرعت اکسیداسیون ترکیب آلي را افیزايا داده و بنیابراين

دامنه کاربرد اين آنزيم را افزايا دهد. نقا مدياتور بیه 

يم و میاده آلیي عنوان يک انتقال دهنده الکترون بین آنز

میدياتور اکسیید شیده توسیط آنیزيم لکیاز  .(44)باشدمي

 تواند آلاينده آلي را به دلیل بالا بودن پتانسیل ردوک مي

(V 8/2  برایABTSبه راحتي اکسید نمايد )(40).  نتیايج

از  ABTSمطالعه نشان داد که افیزايا غلظیت میدياتور 

mM 2  بهmM 3 ينده منجر به افزايا راندمان حذف آلا

(. در طییي 2گرديیید )تصییوير شییماره دی نیتروفنییل -4و2

از آبي مايل به سیبز بیه زرد  فرآيند تجزيه، رن  محلول

کییم رنیی  ت ییییر يافییت کییه نشییان از ح ییور ترکیییب 
++ABTS  .در محیط داشیتLiu  نشیان داد کیه افیزايا

میکرومول منجر به افیزايا  244تا  24از  ABTSغلظت 

   .(31)مي گردد Bisphenol Aتجزيه آلاينده 

 

 
 

 دی نیتروفنل-4و2تاریر غلظت مدياتور بر تجزيه آلاينده  :7شماره نمودار

 ؛pH=0؛ ppm 24 =2,4-DNPتوسط سیستم آنزيمي لکاز تثبیت شده، 

oC 04دما= 

 

های آنزيمي راکتیوری، مسیهله دسترسیي در سیستم

آنزيم به سوبسترا بسیار مسم است. هرچه غلظت سوبسترا 
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تر بوده و د، دسترسي آنزيم به سوبسترا نیز کمکم تر باش

 يابد. از سیویدر نتیجه راندمان حذف سوبسترا کاها مي

باشید. ديگر نسبت آنزيم به سوبسترا نیز حائز اهمیت میي

هرچه اين نسبت بالاتر باشد، به معنای اکسیداسیون بیا 

هیای بیالای آنیزيم، تر سوبسترا بوده که البتیه در غلظیت

در ايین  .(31)مانیدسوبسترا تقريباً رابیت میي اکسیداسیون

که در سیستم آنزيمي مورد استفاده مطالعه با توجه به اين

دی نتیروفنییل از مییدياتور -4و2جسییت حییذف آلاينییده 

ABTS  به عنوان ماده واسط جست اکسیداسیون آلاينیده

 ABTSاستفاده گرديد و در نتیجه اکسیداسیون میدياتور 

اکسیداسییون آلاينیده توسیط  توسط آنزيم لکاز و سپ 

توان نتیجه گرفت کیه میدياتور مدياتور اکسید شده، مي

به عنوان عامیل اکسییدکننده آلاينیده مطیرح بیوده و در 

نتیجه نسبت غلظت مدياتور به سوبسترا )آلاينیده( دارای 

باشد. نتايج مطالعه نشان داد که نسبت غلظیت اهمیت مي

، pH=0)حییذف  مییدياتور بییه سوبسییترا در شییرايط بسینییه

برابییر  (mg/L 24، غلظیت آلاينییده mM 3غلظیت مییدياتور 

 mg/L 24دست آمد. با افزايا غلظت آلاينیده )به 24:2

( نسبت غلظت میدياتور بیه سوبسیترا بیه ترتییب بیه 34و 

حیذف کاها يافته و از آن جیا رانیدمان  2/0: 2و  24:2

پیدايا  درصد کاها يافت. 0/00درصد به  12آلاينده از 

توان به رابت بودن نسبت آنزيم به میدياتور امر را مي اين

و در عین حال کاها نسبت مدياتور به سوبسیترا نسیبت 

و همکییاران بییا اسییتفاده از آنییزيم لکییاز  Catapaneداد. 

جست حیذف  polyacrylonitrileتثبیت شده روی بستر 

دادند کیه از محیط آبي نشان  alkylphenolsهای آلاينده

رانیدمان  ،mM 2تیا  mM 2/4ت آلاينیده از با افزايا غلظ

درصد کیاها 04درصد به نزديک 244حذف از حدود 

( بیه ABTSمي يابد که به دلیل کاها نسبت میدياتور )

  .(40)بود 24:2به 24:2سوبسترا از 

هیای دما به عنوان يکي از مت یرهای مسم در سیسیتم

دارای نقیا  تجزيه آنزيمي در نظر گرفته شده و معمولاً

 هیاباشد. اکثر آنیزيمهای آنزيمي ميای روی سیستمگانهدو

نییز در ( و برخیي C˚ 24-04در دماهای متوسط تا بیالا )

شیدن  شوند. غیرفعیالغیرفعال مي C˚ 24تر از دماهای کم

 گرمايي اغلب به دلیل ت ییر شکل ساختار سه بعدی آنیزيم

های فعیال آنیزيم از طريق گسسته شدن يا تخريب سايت

 دهد. از طرف ديگر با افزايا دما سرعت واکینارخ مي

 .(42)يابیدآنزيمي بر اساس نظريه آرنییوس، افیزايا میي

بنابراين دما دارای دو ارر مستقل از هم بر عملکرد سیستم 

 باشد که شیامل ت یییر در سیرعتآنزيمي تجزيه آلاينده مي

واکنا )طي زمان( به دلیل غیر فعال شدن آنزيم و ت ییر 

  .(31)باشداکنا ميدر سرعت و

، C˚ 24به طورکلي با افزايا دمای محییط تیا میرز 

يابد که اين امر بیه سازی آنزيم تشديد ميروند غیر فعال

هیای پروتهینیي آنیزيم نسیبت بیه دلیل حساسیت مولکول

ت ییییرات دمییايي و دنییاتوره شییدن و ت ییییر شییکل يییافتن 

هیا مباشد. البته لازم به رکر است که آنیزيها ميمولکول

در حالت تثبیت شده نسیبت بیه افیزايا درجیه حیرارت 

تری داشیته و فعالییت خیود را در دماهیای مقاومت بیا

کنند. اين امر به دلیل محافظت آنزيم باند بالاتر حفظ مي

شده توسط بسیتر تثبییت شیده در برابیر ت یییرات دمیايي 

 44نتايج مطالعه نشان داد که افزايا دما از  .(48)باشدمي

داشییتن سییاير )بییا رابییت نگییه گییرادسییانتيدرجییه  04بییه 

دی نیتروفنیل از -4و2مت یرها(، راندمان حیذف آلاينیده 

کیه در طیوردرصد کاها يافت. همیان 33درصد به  12

 نشان داده شده اسیت، مییزان فعالییت نسیبي 8شماره  نمودار

بیر  گرادسانتيدرجه  04تثبیت شده در دمای  آنزيم لکاز

 ه غیرفعال شده است تا حدودی حفیظخلاف آنزيم آزاد ک

. (41)باشیدشده است که به دلیل فرآيند تثبیت آنزيم میي

باشید کیه نتايج اين مطالعه مشابه نتايج ساير مطالعات مي

میزان فعالیت آنزيم لکاز تثبییت شیده را حتیي تیا دمیای 

 Tavares .(31)انیدگراد هم گزارش نمودهدرجه سانتي 244

شیده  ثبییتلکیاز ت آنیزيم اراييکی يو همکاران با بررسی

  ينیییدهمتخلخیییل در حیییذف آلا یلیکایبسیییتر سییی روی

1-ethyl-3-methylimidazolium ethylsulfate  نشییان

 C˚ 00دادند که مقاومت دمیايي آنیزيم لکیاز در دمیای 

داری ت یییر يطیور معنیسیاعت بیه 0بعد از گذشت زمان 
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و بعید از گذشیت  C˚ 20کند در حالي که در دمای نمي

 ساعت، آنزيم لکاز تثبییت شیده تقريبیاً 0/2ان حدود زم

   .(34)شودغیرفعال مي

 

 
 

دی نیتروفنیل توسیط -4و2مییزان تجزيیه آلاينیده  : 8شمماره  نمودار

 سیسییتم آنزيمییي لکییاز تثبیییت شییده در شییرايط مختلییف دمییايي، 

ppm 24 =2,4-DNP ؛mM 2=ABTS 0؛=pH 

 

بییت در اين مطالعه عملکرد سیستم آنزيمي لکیاز تث

 شییده روی سیییلیکای متخلخییل جسییت حییذف آلاينییده 

 دی نیتروفنییل از محیییط آبییي مییورد بررسییي قییرار -4و2

 

گرفت. نتايج نشان داد که سیستم آنزيمي میورد اسیتفاده 

 دی نیتروفنل-4و2دارای کارايي بالايي در حذف آلاينده 

از محیییط آبییي را دارد. شییرايط بسینییه بییرای رسیییدن بییه 

 22درصد( شامل زمان مانید  12) حداکثر حذف آلاينده

بود. مطالعه  pH=0درجه سانتي گراد و  04ساعت، دمای 

نشان داد که آنزيم تثبیت شده نسبت به ت ییرات محیطي 

تری در مقايسه بیا آنیزيم آزاد دارای مقاومت بسیار بیا

هییای پايییداری و قابلیییت مییي باشیید. بییا ارتقییای وي گییي

ده روی سییلیکای استفاده مجدد آنیزيم لکیاز تثبییت شی

توان از اين سیسیتم بیه عنیوان يیک سیسیتم متخلخل مي

  مورر در تصفیه فاضلاب های صنعتي استفاده نمود.

 

 سپاسگزاری
نويسندگان مقاله از دانشگاه علوم پزشکي تسیران بابیت 

 نمايند.های مالي اين مقاله، تشکر و قدرداني ميحمايت
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