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Abstract 
 

Background and purpose: So far, different methods have been used to remove residual antibiotics 

from aquatic environments. This study investigated the efficiency of enzyme horseradish peroxidase (HRP) in 

presence of hydrogen peroxide in removal of Tetracycline and Ciprofloxacin in a batch system. 

Materials and methods: In an experimental study on laboratory scale, the effects of contact 

time, concentrations of H2O2, the antibiotics, and enzyme, and reaction pH on the performance of pure 

HRP enzyme in the presence of H2O2, were investigated. To measure the efficiency of the enzymatic 

process, the residual antibiotics were measured using HPLC equipped with a reverse phase column (C-18, 

5% micrometer, 250 * 4.6 mm). The flow rate was 1 ml/min and the injection volume was 40 μl. The 

mobile phase of Tetracycline was 0.1 M TFA- methanol (60:40) used at 254 nm and the mobile phase of 

ciprofloxacin was 0.01 M acetonitrile- phosphate (8:92) at 220 nm. All experiments were performed in a 

discontinuous system at laboratory temperature. 

Results: Removal efficiencies of Tetracycline and Ciprofloxacin were 40% and 95%, respectively, at 

10 mg/l initial concentrations of antibiotics, 10-min contact time, Tetracycline pH= 4, and Ciprofloxacin 

pH= 7. The removal efficiency of Ciprofloxacin was two times more than that of Tetracycline. 

Conclusion: The free HRP could be used as an effective process in removing Tetracycline and 

Ciprofloxacin from wastewater.  
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 پژوهشی

حذف آنتی  ) درHRP( کارایی آنزیم هورس رادیش پراکسیداز
 بیوتیک هاي تتراسایکلین وسیپروفلوکساسین ازفاضلاب مصنوعی

  
        1فرزانه جوان

        2محمد علی ززولی
        3اسماعیل بابانژاد اوریمی
 4فتح اله غلامی بروجنی

  چکیده
هاي آبی مــورد مطالعــه قــرار ها در محیطبیوتیکهاي مختلفی براي حذف باقیمانده آنتیتاکنون روش و هدف: سابقه

در حــذف ) در حضــور آب اکســیژنه HRPگرفتند، در این مطالعــه کــارایی سیســتم آنزیمــی هــورس رادیــش پراکســیداز (
  ی شد.بررستتراسایکلین و سیپروفلاکساسین در یک سیستم ناپیوسته 

در یک مطالعه تجربی در مقیاس آزمایشگاهی، اثــر متغیرهــاي زمــان تمــاس، غلظــت آب اکســیژنه،  ها:مواد و روش
بــراي  ی شــد.بررســخالص در حضور آب اکسیژنه  HRPواکنش بر کارایی آنزیم  pHبیوتیک، غلظت آنزیم و غلظت آنتی

مجهــز  HPLCغلظت آنتی بیوتیک ها بااســتفاده از  ها پس از فرایند،بیوتیکسنجش کارایی فرایند آنزیمی و باقیمانده آنتی
لیتــر در میلــی1گیري شــد. ســرعت جریــان متر) اندازهمیلی 250×6/4درصد میکرومتر،  C-18 ،5به یک ستون فاز معکوس (

) بــود کــه در طــول مــوج 60:40مولار و متــانول ( TFA 1/0ازمتحرك تتراسایکلین میکرولیتر بود. ف 40دقیقه وحجم تزریق 
طــول  ) و8:92بافرفســفات ( مــولار و 01/0نانومتر مورد استفاده قرار گرفت و فازمتحرك سیپروفلوکساسین استونیتریل  254

  شدند.  تمامی آزمایشات در سیستم ناپیوسته و در دماي آزمایشگاه انجامنانومتر بود.  220موج 
تتراسایکلین  pHدقیقه،  10)، زمان تماس mg/l 10ها (بیوتیکنتایج نشان داد در شرایط بهینه غلظت اولیه آنتی ها:یافته

 95و  40ترتیــب بیوتیــک تتراســایکلین وسیپروفلوکساســین بــه، راندمان حــذف آنتــی7سیپروفلوکساسین برابر  pHو  4برابر 
  بیوتیک سیپروفلوکساسین بیش از دو برابر تتراسایکلین بود.ه راندمان حذف آنتینتایج نشان دادک درصد بوده است.

تــوان بــه عنــوان یــک فرآینــد مــوثر بــراي حــذف آزاد در حضور آب اکســیژنه را مــی HRPفرآیند آنزیمی  استنتاج:
  هاي تتراسایکلین وسیپروفلوکساسین از فاضلاب استفاده کرد. بیوتیکآنتی

  

  پراکسیداز، فرایند آنزیمی، تتراسایکلین، سیپروفلوکساسین، فاضلاب مصنوعی زیم هورس رادیشآن واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
امروزه داروها به عنوان بخش بسیار مهــم و جــدایی 

ــده ــه ش ــدرن درنظرگرفت ــدگی م ــذیر زن ــراي ناپ ــد و ب  ان
هــاي انســان وحیــوان مــورد اســتفاده قــرار معالجه بیماري

  .)1(گیرندمی
  

    :fa.gholami@mazums.ac.irE-mail   دانشکده بهداشت ،دانشگاه علوم پزشکی مازندران :ساري -فتح اله غلامی بروجنی مولف مسئول:
  ازندران، ایراندانشجوي کارشناسی ارشد مهندسی بهداشت محیط، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، م .1
 گروه مهندسی بهداشت محیط، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، مازندران، ایران ،استاد .2
  گروه مهندسی بهداشت محیط، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، مازندران، ایران ،استادیار .3
 هداشت، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، مازندران، ایرانمهندسی بهداشت محیط، دانشکده ب . دانشیار، گروه4
 : 12/5/1399تاریخ تصویب :               10/2/1399تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            9/2/1399 تاریخ دریافت   
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  فرزانه جوان و همکاران     
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 پژوهشی

هـــزار تـــن  200تـــا100طـــور متوســـط هســـالانه بـــ
ــل بیوتیــک در جهــان اســتفاده مــیآنتــی شــودکه بــه دلی

. )2(محیط، اثرات مخربی برمحیط زیست دارنــدپایداري در 
هاي مصرفی در بدن انســان و حیــوان بیوتیکاغلب آنتی

 هــا پــس ازآن درصــد 90شــوند و حــدود متــابولیزه نمــی
شود. بنابراین قسمت اصلی این ترکیبات مصرف دفع می

ــی ــارج م ــدن خ ــدفوع از ب ــق ادرار و م ــونداز طری  .)3(ش
ینــده مهــم هــاي آزاد شــده در محــیط، آلابیوتیــکآنتــی

ممکن است ازطریق فاضــلاب صــنایع  دارویی هستند که
دارویی، فاضلاب کلینیکــی بیمارســتان و دامپزشــکی بــه 

هــاي کشــاورزي و همراه منابع فاضلاب خانگی و پساب
ــوند ــابع آب ش ــاهی وارد من ــرورش م ــتخرهاي پ  .)4(اس

ها معمولا در داروهاي انسانی و دامپزشــکی بیوتیکآنتی
هــاي نوظهــور توجــه شوند و به عنوان آلایندهاستفاده می

 تتراســایکلین .)5(اندزیادي از محققین را به خود جلب کرده
بیوتیکی در درمــان یکی از پرکاربردترین داروهاي آنتی

انسان، دامپزشکی و آبزي پــروري اســت و در اســتفاده و 
 .)6(هــا را داردبیوتیــکتولید جهانی رتبــه دوم بــین آنتــی

ــی بیوتیــک تتراســایکلین در فاضــلاب در  حضــور آنت

میکروگرم درلیتر گزارش شــده  11/0 -1560هايغلظت
هــا بیوتیــکوجــود تتراســایکلین و ســایر آنتــی .)7(اســت

توانــد باعــث ایجــاد و انتقــال هــاي طبیعــی مــیدرمحــیط
هــا شــود کــه بیوتیــک در بــاکتريهاي مقاوم به آنتــیژن
طور بالقوه عملکردهاي اکوسیستم و ســلامت انســان را به

  .)8(کندتهدید می
سیپروفلوکساسین یک داروي ضد میکروبــی اســت 
که درسراسر جها در داروهــاي انســانی و همچنــین بــراي 

ــت ــرل عفون ــور کنت ــه منظ ــات ب ــاي میکروبــی حیوان  ه

 سیپروفلوکساســین یــک .)4(گیــردمــورد اســتفاده قرارمــی
ــی ــیمی درمــانی اســت کــه بــه گــروه آنت بیوتیــک ش

تعلق دارد. سیپروفلوکساسین دارویی هاي فلوئورکینولون
ــت ــاي در غلظ ــینه ــرم در 7/0-5/1245 ب ــر  میکروگ لیت

بـــراي  .)9(درپســـاب بیمارســـتان گـــزارش شـــده اســـت
ــودگی مــاتریس هــاي محیطــی، چنــدین جلــوگیري ازآل

ــی ــذف آنت ــراي ح ــد ب ــکفراین ــه بیوتی ــورد مطالع ــا م ه
هاي متداول (فرآینــدهاي قرارگرفته است. ازجمله روش

ــدهاي  ــیون، فرآین ــیون، کواگولاس ــوژیکی، فیلتراس بیول
غشایی، جذب و فرآیند اکسیداسیون پیشرفته و اســتفاده 

باشد، که فرآیند اکسیداسیون می )10(هااز نانوکامپوزیت
هــاي گــران پیشرفته نیاز به افزودن کاتــالیزور واکســیدان

 قیمت دارد و ممکن است آلــودگی ثانویــه داشــته باشــد.
هــایی از جملــه هاي حــذف داراي محــدودیتاین روش

 .)11(باشــندهزینه بالا، تولیــد لجــن و کــارایی پــایین مــی
تصفیه آنزیمی از دیرباز به دلیــل مزایــایی کــه نســبت بــه 

هــاي متــداول تصــفیه ترکیبــات ســمی دارد، ســایر روش
ــرار ــان ق ــیاري ازمحقق ــه بس ــورد توج ــت.  م ــه اس گرفت

هاي بالاي غلظت توانند درفرآیندهاي تصفیه آنزیمی می
، دمــا و ســطح شــوري بــالا  pHآلاینده و دامنه گســترده 

هاي ترین آنزیمآنزیم پراکسیداز از مهم .)12(ندانجام شو
ـــا   EC:1.11.17خـــانواده اکســـیدوردوکتازها بـــوده و ب

شوند و درصنایع شــیمایی، زیســت محیطــی، مشخص می
پراکســیدازها  .)13(بیوتکنولوژي کاربرد دارنــد دارویی و

ــــات و  ــــان، حیوان ــــاي گیاه ــــه ه ــــیاري ازگون از بس
ــدشــده هــا جــدامیکروارگانیســم ــاي تصــفیه  .)14(ان مزای

  ســازي آنزیمــی ویژگــی بسترگســترده اســت و غیرفعــال
  قابل توجه آنزیم ممکن اســت در مرحلــه پلیمریزاســیون 

جــذب  هــاي آزاد تولیدشــده درنیــز رخ دهــد. رادیکــال
  چرخــه کاتــالیزوري بــه ســـایت فعــال آنــزیم و مـــانع 

  زیــادي مطالعــات . )15(شــودمــیدسترسی به ساختارها  از
ها حذف آنزیمی آلاینده هايخصوص یا زمینه روش در

  جملــه  انجــام شــده اســت. از HRPبــا اســتفاده از آنــزیم 
و همکــاران اســت کــه از  Mohan این مطالعات، مطالعــه

ــالیز شــده  آزاد و تثبیــت شــده جهــت  HRPفرآینــد کات
تجزیه رنگ آزو استفاده نمودند. نتایج این مطالعه نشــان 

فاز آبی  قابلیت یا توانایی تخریب رنگ در HRPکه داد 
ــیش ــات ب ــاي را دارد. مطالع ــراي درك پارامتره ــري ب ت

، رنــگ وغلظــت آنــزیم در طــی pH ،2O2Hفرآیند مانند 
 فرآیند تخریب رنگ بــا اســتفاده از آنــزیم انجــام شــد و
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تري را نســبت بــه آنــزیم آنزیم تثبیت شده عملکرد پایین
  .)16(آزاد داشت

de Souza  ـــزیم    HRPو همکـــاران از فرآینـــد آن
  هاي نســاجی اســتفاده نمودنــد جهت تجزیه سمیت رنگ

ـــگ  ـــه رن ـــان دادکـــه تجزی ـــه نش ـــن مطالع ـــایج ای   و نت
 Lanset blue 2R 94 هــاي و براي تجزیــه پســاب درصد

و همکــاران از  Tatsumi .)15(بــود درصــد 52نســاجی 
ــد ــل از HRP فرآین ــذف کلروفن ــراي ح ــده ب ــت ش تثبی

هــا نشــان داد استفاده نمودند و نتایج مطالعــه آنفاضلاب 
) و هــالوژن آلــی قابــل TOCکه حذف کل کربن آلــی (

رســید.  درصــد 90) به ترتیــب بــه بــیش از AOXجذب (
تــرین میــزان کــم درصد 36تري کلروفنل  2،4،5حذف 

  .)19(حذف را داشت
  و  HRPغلامـــی و همکــــاران از فرآینــــد آنــــزیم

ــل ب ــل ســولفونات آب اکســیژنه جهــت حــذف آلکی   نزی
هــاي آبــی اســتفاده نمودنــد و بــر ) از محیطLASخطی (

ــایج مطالعــه آن ــت اســاس نت ــدمان حــذف دترجن   هــا ران
ـــیش از    دقیقـــه زمـــان  60بعـــد از  درصـــد 98آنیـــونی ب

هــدف از انجــام مطالعــه حاضــر، بررســی  .)20(تماس بود
هــاي بیوتیــکحــذف آنتــی در HRP کارایی آنزیم نزیم

ــایکلین و ــنتیک سی تتراس ــلاب س ــین ازفاض پروفلوکساس
  است.

  

  مواد و روش ها
کــاربردي بــود کــه بــه  -این مطالعــه ازنــوع تجربــی

ـــرروي  صـــورت ناپیوســـته در مقیـــاس آزمایشـــگاهی ب
 بیوتیــکمحلول سنتتیک حاوي آنتی هاي مختلفی ازغلظت

  سیپروفلوکساسین انجام گرفت.تتراسایکلین و 
  

  مشخصات مواد مورد استفاده
ک تتراســـایکلین، سیپروفلوکساســـین، بیوتیـــآنتـــی

  مــورد نیــاز  4PO2KHمتانول، تري فلوئوراســتیک اســید، 
ــژوهش  ــن پ ــتفاده در ای ــورد اس ــیمیایی م ــایرمواد ش   و س

خریـــداري شــد. محلـــول  Sigma-Aldrichشــرکت  از

اســـتوك تتراســـایکلین وسیپروفلوکساســـین بـــا گریـــد 
گــرم برلیتــر) تهیــه میلــی  1000( درصد 99آزمایشگاهی 

ــاي شــ ــتفاده  4د و در دم ــان اس ــا زم ــیوس ت ــه سلس درج
  نگهداري گردید.

  
  روش انجام آزمایشات

هاي مــوردنظر ها باغلظتجهت انجام مطالعه محلول
با استفاده از محلول استوك تهیه شــد. بــه منظــور تعیــین 

 و 4، 3، 2، 1متغیرهاي مستقل غلظت پراکسیدهیدروژن (
ـــین پراکســـید گـــرم درمیلـــی 5 ـــر)، همچن   هیدروژن لیت

  اســتفاده قــرار گرفــت، غلظــت آنــزیم  مــورد درصــد 30
لیتـــــر)، غلظـــــت اولیـــــه  یونیـــــت در 5/0، 3/0، 1/0(

، mg/l 10بیوتیک تتراسایکلین و سیپروفلوکساسین (آنتی
ــــاس (50، 40، 30، 20 ــــان تم ــــا 0)، زم ــــه)،  60ت   دقیق
pH )4،7،10(  در نظــر گرفتــه شــد و بــراي تنظــیمpH  از

ــو ــیدکلریدریک و س ــد. اس ــتفاده گردی ــال اس دیک نرم
ــاي  ــگاهی و در دم ــاس آزمایش ــات درمقی ــامی مطالع تم

  آزمایشگاه صورت گرفت.
  

  اندازه گیري غلظت آنتی بیوتیک باقیمانده
مجهــز  HPLCغلظت آنتی بیوتیک ها بااســتفاده از 

درصــد میکرومتــر،  C-18 ،5به یک ستون فاز معکوس (
جریــان گیــري شــد. ســرعت متــر) انــدازهمیلی 250×6/4
  میکرولیتــر بــود.  40لیتر در دقیقــه وحجــم تزریــق میلی1

ــایکلین  ــرك تتراس ــاز متح ــانول  TFA 1/0ف ــولار و مت م
نانومتر مورد اســتفاده  254) بود که در طول موج 60:40(

قرار گرفت و فازمتحرك سیپروفلوکساســین اســتونیتریل 
ــفات ( 01/0 ــولار و بافرفس ــول مــوج  ) و8:92م  220ط

بیوتیــک مانــده آنتــیســنجش بــاقیپــیش از نانومتر بــود. 
هــاي غلظــت بــا اســتفاده از منحنی کالیبراســیون دســتگاه

تتراسایکلین و سیپروفلوکساسین مــورد آزمــایش ترســیم 
نشــان  2و1هــا در نمودارهــاي شــماره شد. که این منحنی

  داده شده است.
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مورد استفاده  HPLCمنحنی کالیبراسیون دستگاه  :1شماره  نمودار
  رسنجش تتراسایکلیند
  

  
  

 مورداستفاده در HPLCمنحنی کالیبراسیون دستگاه  :2شماره  نمودار
  سنجش سیپروفلوکساسین

  
  محاسبه راندمان حذف انتی بیوتیک ها

پس از انجام فرایند اکسیداســیون آنزیمــی، غلظــت 
هــا آنــالیز شــد و رانــدمان حــذف بــا بیوتیــکثانویه آنتی

  ه شد:استفاده از فرمول زیر محاسب
  

 
  

 outCغلظت آنتی بیوتیــک اولیــه و  inCکه در این معادله 
   غلظت آنتی بیوتیک ثانویه می باشد.

  
  یافته ها

منظــور تعیــین ســطح بهینــه زمــان تمــاس، غلظــت به
فرایند  pHآلاینده، غلظت آنزیم، غلظت آب اکسیژنه و 

آنزیمی با استفاده از روش آزمایش یک فاکتور مســتقل 
هاي مورد مطالعه، با ثابــت بیوتیکاز آنتیکدام  براي هر

داشتن هرکدام از متغیرها، سطح بهینه فرایند آنزیمی، نگه
دســت آمــد. نتــایج هرکــدام از هها بــبیوتیکحذف آنتی

آورده  3-8هــاي شــماره سطوح فاکتورها در نمودارهــاي
  شده است.

  

 a 
 

 b 
 

 c  
 

 d  
 

 e 
  

ظــت آب اکســیژنه و غلظــت اثــر زمــان تمــاس، غل :3نمودار شماره 
 و mg/l 10بر راندمان حــذف تتراســایکلین در غلظــت اولیــه  آنزیم
pH=4  )a: =1 mg/l2O2H  ،b: mg/l 2=2O2H ، c: mg/l 3=2O2H ، 

d: mg/l 4=2O2H ، e: mg/l 5=2O2H (  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

04
 ]

 

                             5 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-15108-en.html


  ازفاضلاب کیوتیب یدرحذف آنت HRP میآنز ییکارا
 

  1399، مهر  189دوره سی ام، شماره     مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                              100

 a 
 

 b  
 

 c  
 

 d  
 

 e 
 

اثر غلظت تتراسایکلین و  آنزیم  بر راندمان حذف  :4نمودار شماره 
  pH=4و  mg/l 1تتراسایکلین در غلظــت اولیــه ثابــت آب اکســیژنه 

)a :Tetracycline=10 mg/l،            b :Tetracycline=20 mg/l  ، 

c :Tetracycline=30 mg/l ،            d :Tetracycline=40 mg/l  ، 
e :Tetracycline=50 mg/l( 
 
 

 a  
 

 b  
 

 c  
 

 d  
 

 e  
 

اثر زمان تماس، غلظت آب اکسیژنه و غلظت آنزیم  :5نمودار شماره 
  و  mg/l 10بر رانــدمان حــذف سیپروفلوکساســین در غلظــت اولیــه 

pH=7   )a: =1 mg/l2O2H  ،b: mg/l 2=2O2H ، c: mg/l 3=2O2H ، 
d: mg/l 4=2O2H ، e: mg/l 5=2O2H (  
 
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

04
 ]

 

                             6 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-15108-en.html


     
  فرزانه جوان و همکاران     

 

  101       1399، مهر  189سی ام، شماره  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                         دوره              

 پژوهشی

 a  
 

 b  
 

 c  
 

 d  
 

 e  
 

اثر غلطت سیپروفلوکساســین و آنــزیم بــر رانــدمان  :6نمودار شماره 
 mg/l 1حذف سیپروفلوکساسین در غلظت ثابت اولیه آب اکسیژنه 

 pH=7  )a :Cipro=10 mg/l  ،b :Cipro=20 mg/l  ،c :Cipro =30و 

mg/l ،d :Cipro =40 mg/l ،e :Cipro =50 mg/l( 

 a  
 

 b  
 

 c  
 

 d  
 

 e 
 

بیوتیک  و غلظت آنتی pH ،2O2Hتاثیرهمزمان متغیرهاي  :7 نمودار شماره
دقیقه و غلظت   10بر فرایند آنزیمی حذف تتراسایکلین در زمان تماس 

U/ml 5/0 آنــزیم نــزیمHRP  )a: =1 mg/l2O2H  ،b: mg/l 2=2O2H ، 
c: mg/l 3=2O2H ، d: mg/l 4=2O2H ، e: mg/l 5=2O2H (  
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 a  
 

 b  
 

 c  
 

 d  
 

 e 
 

 و غلظــت آنتــیو  pH، 2O2Hتاثیرهمزمــان متغیرهــاي  :8نمودار شــماره 

 10سیپروفلوکساسین در زمــان تمــاس  بیوتیک بر فرایند آنزیمی حذف
HRP  )a: =1 mg/l2O2H  ،b:  2=2O2Hآنزیم U/ml 3/0دقیقه و غلظت 

mg/l ، c: mg/l 3=2O2H ، d: mg/l 4=2O2H ، e: mg/l 5=2O2H (  

اي مختلف به منظور بررسی تاثیر غلظت آنزیم، غلظت ه
) استفاده شد. نتــایج در U/ml 5/0و  3/0، 1/0درگستره (

ــر روي  3نمــودار شــماره  آورده شــده اســت. آزمــایش ب
انجام شد. نتــایج  pH=4در  mg/l 10غلظت تتراسایکلین 

به دست آمده نشان داد که راندمان حــذف تتراســایکلین 
رســد و دقیقه به بیش ترین مقــدار مــی 10درزمان تماس 

داري در آن با افزایش زمان تماس اختلاف معنیپس از 
 اکسیژنهشود. به منظور بررسی تاثیر آب حذف دیده نمی

مورد آزمــایش  )mg/l 5 و 4،  3،  2،  1در غلظت مختلف (
قرار گرفــت.  نتــایج  نشــان دادکــه افــزایش غلظــت آب 
اکسیژنه باعــث افــزایش رانــدمان حــذف آنتــی بیوتیــک 

ــزیم بــه تتراســایکلین ــه آن آب  شــده اســت و نســبت بهین
  دست آمد.به 1/0اکسیژنه برابر 

ـــت ـــایش غلظ ـــه آزم ـــن مرحل ـــر درای ـــاي متغی ه
ــایکلین ( ــا mg/l 10 ،20  ،30 ،40 ،50تتراس ) و آنــزیم ب

ثابت نگه داشتن آب اکسیژنه مورد بررســی قــرا گرفــت. 
) نشــان داد غلظــت 4نتــایج آزمایشــات (نمــودار شــماره 

mg/l10 ــی بیو ــداکثرکارایی آنت ــایکلین ح ــک  تتراس تی
درصد را داشــته  40دقیقه برابر با 10حذف درمدت زمان 

است. با افزایش غلظت آنزیم و تتــرا ســایکلین بــه دلیــل 
دقیقــه  10ثابت بودن آب اکسیژنه، راندمان حذف بعد از 
  ابتدایی واکنش، تغییر معنی داري نداشته است.

ظــت هــاي به منظور بررسی تاثیر غلظــت آنــزیم، غل
) استفاده شــد. 5/0و  U/ml 1/0  ،3/0مختلف درگستره (

آورده شــده اســت. آزمــایش  5نتــایج در نمــودار شــماره 
 pH=7در  mg/l 10بـــرروي غلظـــت سیپروفلوکساســـین 

انجام شد و  نتایج به دست آمــده نشــان داد کــه رانــدمان 
دقیقه به بیش  10حذف سیپروفلوکساسین درزمان تماس 

رسد و پس از آن با افزایش زمــان تمــاس ترین مقدار می
  شود.داري در حذف دیده نمیاختلاف معنی

ــت  ــاثیر آب اکســیژنه در غلظ ــور بررســی ت ــه منظ ب
) مورد ازمــایش قــرار گرفــت.  نتــایج mg/l 5-1مختلف(

باعث افــزایش   نشان داد که افزایش غلظت آب اکسیژنه
رانــدمان حــذف آنتــی بیوتیــک سیپروفلوکساســین شــده 
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 5/0و نســبت بهینــه آنــزیم بــه آب اکســیژنه برابــر اســت 
درصــد  95بدست آمد و در این نسبت راندمان حذف به 

  دقیقه ابتدایی واکنش رسید. 10در 
دراین مرحله آزمایش غلظــت هــاي مختلــف آنتــی 

و  U/ml 1/0  ،3/0بیوتیک سیپروفلوکساســین و آنــزیم (
مــورد  pH=7) بــا ثابــت نگــه داشــتن آب اکســیژنه و 5/0
ــت بر ــت. غلظ ــرار گرف ــی ق ــک mg/l 10رس ــی بیوتی آنت

سیپروفلوکساسین حداکثرکارایی حذف درمــدت زمــان 
  درصد را داشته است. 95دقیقه برابر با  10

مـــی توانـــد در حـــذف  pHدر فرآینـــد آنزیمـــی، 
قلیــایی  pHها تاثیرگذار باشــد، میــزان حــذف درآلاینده

در رانــدمان  pHمنظــور بررســی تــاثیرتــرین بــود. بــهبیش
هاي مختلف آنتــی بیوتیــک تتراســایکلین، حذف غلظت
ـــایش در ـــت  =9pHآزم ـــزیم 0.5U/ml(غلظ    و HRPآن

 ، mg/l 20بیوتیــک دقیقه، غلظــت آنتــی 10زمان تماس 
H2O2= 5 mg/l درصد بدســت آمــد  70) درصد حذف

  ).7(نمودار شماره 

ها تواند در حذف آلایندهمی pHآنزیمی  فرآیند در
 مطالعه نشــان داد میــزان حــذف در تاثیرگذار باشد نتایج

pH 8ترین مقدار بوده است (نمودار شــماره خنثی بیش .(
ــان داد در ــایش نش ــایج آزم ــت ( pH:7نت  0.3U/mlغلظ

بیوتیک دقیقه، غلظت آنتی 10وزمان تماس  HRPآنزیم 
mg/l10 ، mg/1 5  =2O2H درصد بدست آمد.95) حذف  

  

  بحث
ن حــذف آنتــی بیوتیــک بــه منظــور بررســی رانــدما

تتراسایکلین و سیپروفلوکساســین توســط فرآینــد آنــزیم 
HRP ،ــان واکــنش ــد زم ــف مانن ــاي مختل ــر پارامتره ، اث

، غلظــت آب اکســیژنه،  pHبیوتیــک، غلظت اولیه آنتــی
 HRPآنزیم بررسی قرار گرفت.  آنزیم موردغلظت بهینه 
 بــاتیاز ترک ياریبســ لیتبــد يبرامطالعات  دربسیاري از

 )18(، رنــگ آزو)17(، آنیلــینفنــل ، ماننــدیصــنعت یســم
ــل بنزیــل ســولفونات )15(، ســولفونامید)16(روغــن ، آلکی

. مطالعــات نشــان قرار گرفته استمطالعه مورد  )19(خطی

پراکسیدازها متعاقب فعال شدن بــا پراکســید دهند که می
توانند بسیاري از مواد آروماتیک را اکســید هیدروژن می

کنند هاي زیادي را کاتالیز میها واکنشکنند. این آنزیم
ب اکســیژنه ه ترکیبــی ماننــد آنیاز دارند ب هاولی همه آن

ابتــدا آنــزیم را  دارند که فعال سازي شوند. آب اکسیژنه
کمــک در چرخــه اکسیداســیون سوبســترا کرده که اکسید 

آنــزیم پراکســیداز بــه شــکل زیــر  مکــانیزم فعالیــت کند.می
  :)18(باشدمی

E +  H2O2  → Ei + H2O              (1) 
Ei + AH2 → Eii + AH*               (2) 

Eii + AH2 → E + AH* + H2O    (3) 

: Eii، 1: ترکیــب میــانی Ei: آنــزیم، Eهــا: در این فرمول
: رادیکال  0AH: ترکیب حلقوي، 2AH، 2ترکیب میانی 

  آزاد است.
اکســید شــده و بــه   آنزیم با استفاده از آب اکسیژنه

) تبــدیل مــی شــود. ایــن Ei( 1فرم ترکیــب میــانی فعــال 
ترکیــب نیــز یــک مولکــول از ترکیــب حلقــوي را روي 

کنــد و پــس از واکــنش، سایت فعال خــود دریافــت مــی
ترکیب حلقوي اکسید شده و یک رادیکــال آزاد تولیــد 

شــود و وارد محــیط واکــنش شــده و ســپس ترکیــب می
مولکول دیگر از ترکیب حلقوي تولید شده یک  2میانی 

کنــد را اکسید کرده و رادیکال آزاد دیگري را آزاد مــی
گردد و چرخه فعالیــت آنــزیم و به فرم طبیعی خود برمی

ــی ــرار م ــاره تک ــردد.دوب ــذف  در گ ــنش، ح ــی واک ط
بیوتیک تتراسایکلین و سیپروفلوکساسین درشــرایط آنتی

آن تغییــرات دقیقه اول ایجاد شد و در بعد از  10بهینه در
توانــد داري مشاهده نمی شــد و ثابــت بــود کــه مــییمعن

ناشــی از عوامــل مختلفــی ماننــد کــاهش غلظــت عوامــل 
نتــایج ایــن مطالعــه . باشد )ژنهیو آب اکس می(آنز واکنش

ــراي  pHنشــان داد  ــه ب واکــنش آنزیمــی در حــذف بهین
ــی ــر آنت ــایکلین براب ــی 4بیوتیــک تتراس ــک و آنت بیوتی

  بوده است. 7ابر سیپروفلوکساسین بر
ـــه  ـــایج نشـــان داد نســـبت بهین  2O2HRP/H=5/0نت

در یــک هــا دارد. ترین راندمان را در حذف آلایندهبیش
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 برفعالیــت لاکــاز آزاد وتثبیــت شــده در pHمطالعه تــاثیر 
بررســی شــد و نتــایج نشــان داد  pH=2.5 – 8.5محدوده 
موفقیــت  pH= 5.5فعالیت آنزیم لاکاز آزاد در  حداکثر

) وبــیش از pH<3.5ود و شرایط بیش از حد اســید (آمیزب
) هــردو بــراي فعالیــت لاکــاز آزاد و pH>7.5حدقلیایی (

دهــد هــا نشــان مــی. بررسی)20(نبودندتثبیت شده مناسب 
pH  و با افزایش گذارد آنزیم لاکاز تاثیرمیبرفعالیتpH 
، میــزان حــذف آنتــی بیوتیــک تتراســایکلین و  6به  3از 

در مطالعه دیگري، . )11(سولفونامیدها افزایش یافته است
ا افــزایش همراه ب HRPحذف پنتاکلروفنل توسط آنزیم 

 5/0 -13 غلظت اولیــه پنتاکلروفنــل در محــدوده غلظــت
م و غلظــت میلی گرم برلیتــر تحــت همــان فعالیــت آنــزی

  .)21(پراکسیدهیدروژن افزایش یافته است
 متناســب 2O2H درفرآیندهاي آنزیمی، انتخاب غلظت

به نوع وغلظت آلاینده ضرورت دارد. به منظــور بررســی 
کننده آنزیم، نتــایج ایــن به عنوان عامل فعال 2O2H تاثیر

مطالعه نشــان داد بــا افــزایش غلظــت پراکســیدهیدروژن، 
راندمان حذف افزایش یافته و نسبت بهینــه آب اکســیژنه 

ن به ترتیب به آنزیم براي تتراسایکلین و سیپروفلوکساسی
نتایج ســایر مطالعــات نشــان داد، دست آمد. به 5/0و  1/0

تواند باعث افزایش افزایش غلظت پراکسیدهیدروژن می
شود. ابتدا مقدار فنل حذف شده با حذف فنل می درصد

ــزایش پ ــه شــدت اف ــا حــد مطلــوب ب راکســیدهیدروژن ت
افزایش یافت. پس از تبدیل فنل به نقطه مطلوب رسید و 
با افزودن پراکسیدهیدروژن به طور قابل توجهی راندمان 

کرد که محققین علت این پدیده  حذف فنل کاهش پیدا
را مقدار بیش ازحد پراکسیدهیدروژن ذکــر کردنــد کــه 

ـــزیم را ـــت آن ـــار فعالی ـــی مه ـــد وآم ـــط کن ـــزیم توس ن
  . )22(شودغیرفعال میپراکسیدهیدروژن 

ـــه  ـــت اولی ـــان داد، غلظ ـــه نش ـــن مطالع ـــایج ای نت
دقیقــه زمــان تمــاس  10ها در نهایت پس از بیوتیکآنتی

 داري بر راندمان حذف ندارد و بــا افــزایش زمــانتاثیر معنی
 هــاياد شدن مجدد آنزیم تمــامی مولکــولتماس به دلیل آز

 دقیقه اختلاف 10آلاینده اکسید شدند. ولی در زمان تماس 
هاي مختلف آنتی بیوتیک و رانــدمان حــذف بین غلظت

دار نبوده است. همزمان با افــزایش زمــان واکــنش، معنی
 2یابــد و پــس از فعالیــت آنــزیم بــه تــدریج کــاهش مــی

  .)23(دهندرا از دست می ها فعالیت خودساعت اکثر آنزیم
، HRPنتایج این مطالعات نشان داد کــه آنــزیم آزاد 

عنــوان روشــی کارآمــد بــراي حـــذف توانــد بــهمــی
سیپروفلوکساســین از فاضــلاب مــورد اســتفاده قــرار آنتی
 بیوتیک تتراســایکلیناین شرایط بازده حذف آنتی . درگیرد

بیوتیــک درصــد و بــراي آنتــی 40فاضــلاب ســنتتیک  از
ـــیش از  ـــود. شـــرایط  95سیپروفلوکساســـین ب   درصـــد ب

بیوتیک تتراســایکلین آنتی pHدقیقه و 10بهینه زمان ماند 
، غلظــت آب اکســیژنه 7 و سیپروفلوکساسین برابر 9برابر 

ــر میلــی 5 ــگــرم درلیت ــاي محــیط ب ــد. ه در دم   دســت آم
ــارایی آنــزیم آزاد در نتــایج نشــان داد حــذف  کــه ک

بیوتیــک تــر ازآنتــیسیپروفلوکساســین بــیشبیوتیــک آنتــی
  تتراسایکلین بود.
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