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Soil enzymes are involved in processes such as decomposition of organic matter, food chain 

cycle, and degradation of contaminants. Therefore, it is very important to protect activity and 

stability of soil enzymes. This research was conducted at Ferdowsi University of Mashhad in 

2017. In the present study, two types of organo-montmorillonites were produced by 

intercalating montmorillonite with magnetite nanoparticles and with an exopolysaccharide. 

The properties of the produced organoclays were studied using XRD and scanning electron 

microscopy (SEM). Effects of application of organo-montmorillonites to the soil on activities 

of urease, phosphatase, and dehydrogenase were investigated. The experiments were carried 

out using the completely randomized design with factorial arrangement employing four clay 

types (montmorillonite, NMM or montmorillonite intercalated with magnetite nanoparticles, 

ENMM or montmorillonite intercalated with both the exopolysaccharide and magnetite 

nanoparticles, and the control) at five durations (1, 3, 7, 14, and 21 days) with three 

replications. SEM images revealed that the best morphological changes happened in ENMM. 

Morphology images of this organoclay showed that it had small layers with abundant pores, 

the exopolysaccharide surfactant completely separated the clay layers and created abundant 

pores thus preventing nanoparticle aggregation. Results of the statistical analysis indicated that 

adding MM, NMM, and ENMM to the soil increased urease activity by 1.4-, 1.5-, and 3-fold, 

respectively. Moreover, activity levels of phosphatase enzyme increased by 1.1-, 1.3-, and 1.5-

fold when MM, NMM, and ENMM were added to the soil, respectively and dehydrogenase 

activity increased by 1.1-, 1.2-, and 1.3-fold when MM, NMM, and ENMM were applied to 

the soil, respectively. Results indicated that the change in the soil environment surrounding 

the enzymes with the exopolysaccharide surfactant and magnetite nanoparticles increased 

activity and stability of enzymes in soil during the 21-day incubation period . 
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  های کلیدی:واژه

  ت،یلونیمونتمور

  کس،یپراش اشعه ا

 .میکروسکوپ الکترونی روبشی

دارند.  ینقش مهم هاندهیآلا هیو تجز ییچرخه عناصر غذا ،یمواد آل هیتجز رینظ ییندهایخاک در فرا يهامیآنز
در  1397پژوهش در سال  نیبرخوردار است. ا ياژهیو تیدر خاک از اهم هامیآنز يداریو پا تیحفظ فعال نیبنابرا
ت انجام شد. در این مطالعه دو نوع رس مونتموریلونی دمشه یدانشگاه فردوس يدانشکده کشاورز یقاتیتحق شگاهیآزما

 يهاک دستگاهشده با کم هیته يهارس اتیشدند. خصوص هیته دیساکار یو اگزوپل تیبا نانوذرات مگنت افتهی رییتغ
 يهاافزودن رس ریپراش اشعه ایکس و میکروسکوپ الکترونی روبشی مورد بررسی قرار گرفت. سپس تاث

فوق در قالب  يهاشد. آزمایش یررسب دروژنازیآز، فسفاتاز و دهاوره يهامیآنز تیبر فعال افتهی رییتغ تیلونیمونتمور
با  افتهی رییتغ تیلونیمونتمور ت،یلونیکاملا تصادفی با آرایش فاکتوریل شامل چهار نوع رس )مونتمور هیطرح پا

 14، 7، 3، 1و شاهد( در پنج زمان ) تیمگنت نانوذراتو  دیساکاریشده با اگزوپل یآل تیلونیمونتمور ت،ینانوذرات مگنت
مربوط به رس  يمورفولوژ راتییتغ نیمیکروسکوپ الکترونی روبشی بهتر ریروز( با سه تکرار انجام شد. در تصاو 21و 
رس  ايهلایه دیساکاریپلبود، سورفکتانت اگزو تیو نانوذرات مگنت دیساکاریبا مجموع سورفکتانت اگزوپل افتهی رییتغ

کرد. بر اساس نتایج  يریجلوگ زیهاي فراوانی در آن ایجاد و از تجمع نانوذرات نامل از هم باز و تخلخلرا بطور ک
با  افتهی رییبرابر، رس تغ 4/1به خاک  تیلونیآز با افزودن رس مونتموراوره میآنز تیفعال زانیحاصل از آنالیز آماري م

 نی. همچنافتی شیبرابر افزا 3 تیو نانوذرات مگنت دیساکاریبا اگزوپل افتهیر ییبرابر، رس تغ 5/1 تینانوذرات مگنت
 تیبا نانوذرات مگنت افتهی رییبرابر، رس تغ 1/1به خاک  تیلونیفسفاتاز با افزودن رس مونتمور میآنز تیفعال زانیم
 میآنز تیفعال زانیداد و م نشان شیبرابر افزا 5/1 تیو نانوذرات مگنت دیساکاریبا اگزوپل افتهی رییبرابر، رس تغ 3/1

برابر، رس  2/1 تیبا نانوذرات مگنت افتهی رییبرابر، رس تغ 1/1به خاک  تیلونیبا اضافه کردن رس مونتمور دروژنازیده
د مشاهده ش جیبا توجه به نتا نینشان داد. بنابرا شیبرابر افزا 3/1 تیو نانوذرات مگنت دیساکاریبا اگزوپل افتهی رییتغ

 يداریپا شیزاباعث اف تیو نانوذرات مگنت دیساکار یبا سورفکتانت اگزوپل هامیاطراف آنز طیدر مح راتییتغ جادیاکه 
 شد. ونیروز انکوباس 21خاک در مدت زمان  طیدر مح هامیآنز تیو فعال

 

 يهامینزآ تیها بر فعالآن ریو تاث ییایباکتر دیساکار یو اگزوپل تمگنتی نانوذرات با شدهاصلاح هايرس یابیارز .(1401) ر،یام ان؛یزراعتکار؛ محبوبه، لکز یابوالحسن: استناد

  https://doi.org/10.22059/ijswr.2022.348435.669358. 2721-7382 (،21) 53 ،تحقیقات آب و خاک ایران ،خاک دروژنازیآز، فسفاتاز و دهاوره
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 دمه مق

تواند میاي نها و تحقیقات بین رشتهباشد، هیچ علمی بدون تکیه بر همکاريدر جهان امروزي که همه چیز در حال توسعه و پیشرفت می
هاي مختلف زراعت، باغبانی، پیشرفت حاصل نماید. در کشاورزي فناوري نانو جایگاه خوبی به دست آورده است تا حدي که بخش

 شکل زیاد، رویه کوچک، سطح اندازه داشتن دلیل به نانو ک، شیلات، دام و طیور را تحت تاثیر قرار داده است. ذراتپزشکی، علوم خاگیاه

 ها نقش دارندآنزیم و پایداري فعالیت ،زیست توده میکروبیحفظ بالا در  بسیار پذیريواکنش و فرد به منحصر ايشبکه نظم کریستالی،
(Cullen et al., 2011; Nabati et al., 2011; Ghosha et al., 2012; Chapman & Stenzel, 2019). علت به مگنتیت ذرات نانو 

و فرایندهاي جداسازي آسان با بکارگیري یک میدان پایداري بالا  ،زیست سازگاري، کوچکی ذرات، مغناطیسی عالی، سمیت کم خواص
. (Jiang et al., 2015; Karimi et al., 2019) اندشده دهه اخیر در هاشپژوه از بسیاري قرار گرفته و موضوعویژه مورد توجه مغناطیسی 

ذره وابسته است.  به اندازه به شدتاست که  دهند. خاصیت مغناطیسی از جمله خواصیمواد در مقیاس نانو، خواصی متفاوت از خود بروز می
سوپرپارامغناطیس به وقوع  يتر گردد، پدیدهمغناطیسی منفرد کوچکي ذره از یک حوزه فرومغناطیس وقتی اندازه به عنوان مثال، در مواد

هاي بیولوژیکی و سیال زدایی ازها، سردسازي مغناطیسی، سمزیادي در فروسیال پیوندد. نانوذرات سوپرپارامغناطیس کاربردهايمی
 .(Theerdhala et al., 2010) رندهاي سلول داجداسازي

و  توانند جدا باشنددر دراز مدت نمی به علت وجود فعالیت سطحی دار این است کهذرات آهن نانواز جمله مشکلات اساسی این 
 Novakova). نگهداري نانوذرات روي پلیمر (Nurmi et al., 2005; Rudnicki et al., 2014; Jin et al., 2017) کنندتجمع پیدا می

et al., 2003)ها، منافذ سیلیکات (Bruce et al., 2004) هاو زئولیت (Arruebo et al., 2006) هاي موثر در کاهش تجمع از روش
را روي سطوح کربن فعال نگهداري  آهن نانو ذرات این مشکل،. در برخی از مطالعات براي رفع ه استنانوذرات مورد استفاده گزارش شد

تر از کربن فعال ، سازگار با محیط و بسیار ارزانراوانهاي رسی که فکانیاز  Li & Wu (2010)(، اما Houch et al., 2008)اند کرده
تواند یمترکیب سورفکتانت و کانی رسی باعث رفع این مشکل شده و گزارش کردند که  ند وبعنوان نگهدارنده نانو ذرات استفاده نمود ،است

 با ، دي اکتاهدرال2:1هاي نوع سیلیکاتفیلومونتموریلونیت  کانی داشته باشد. و محیط زیست کاربرد بسیار گسترده و مفیدي در کشاورزي
یی بالا قدرت جذب وگنجایش نگهداري آب  ،ل کاتیونیددرجه هیدراسیون، سطح رویه، ظرفیت تباهستند که داراي 2/0-4/0اي بار لایه

. مونتموریلونیت یک (Galindo Gonzalez et al., 2005) شوندهاي مهم در بخش رس خاک محسوب میرو جزء کانیاز این باشند،می
انی کاین . باشداي میویژهفراوان با خصوصیات عالی است که در کشاورزي، محیط زیست، صنعت و مهندسی داراي اهمیت  ،کانی ارزان

دارد. نثی بار منفی و خ ترکیبات آلی با ها و سایرها، پروتئینآنزیم جذب پایینی براي کند، اما ظرفیتهاي فلزي را جذب میکاتیون به خوبی
ها را که توانایی جذب ترکیبات آلی غیر یونی و آنیون شدههاي آلی جایگزین شود، رس آلی تشکیل با یونکانی هاي غیر آلی حال اگر یون

 (.An & Stefan, 2007; Anakli, 2019; Alshabanat & Al-Anazy, 2019; Johnatan et al., 2020)دارد 
افزایش توانایی جذب  باعث هاي رسیکانیو ترکیب آن با  توانایی جذب بسیار بالا و نیروي ثقل پایینی دارند اگزوپلی ساکاریدها

. ترکیب مونتموریلونیت و اگزوپلی ساکاریدها نقش موثري در سازگاري زیستی، تجزیه پذیري (An & Stefan, 2007) شودمیکانی 
گر . از طرفی اگزوپلی ساکاریدها نقش عامل کیلیت(Hsu et al., 2009, 2012; Rao et al., 2010) بیولوژیکی و فعالیت میکروبی دارد

ار ذرات ریزتر و با غلظت بسی توانایی جذبدر این حالت پایدارتر و براي مدت طولانی باثبات هستند و نانو ذرات ذرات دارند و  را در نانو
دهد هاي آلی اثر سمیت نانو ذرات را کاهش میمچنین استفاده از اصلاح کنندهه .(Ruiz Hitzky et al., 2008کنند )پیدا میپایین را 

(Cullen et al., 2011 .) 
پایداري و ر د بتواند، نانو ذرات مگنتیت و اگزوپلی ساکاریدها مونتموریلونیت نانوکمپوزیت حاصل از ترکیب رسرسد که بنظر می

باروری خاک، ها و معدنی شدن عناصر باعث ، فعالیت و پایداري آنزیممیکروبی زنده تودهظ حف بسیار مفید و کارآمد باشند.ها فعالیت آنزیم

حفظ باروري  (.Bastida et al., 2008; Dick, 2010شود )می حاصلخیزی خاک و کشاورزی پایدارعناصر غذایی،  فراهمیافزایش 

ر دها و نقش بسیار موثر آن آنزیم اهمیتبا توجه به و حاصلخیزي خاک یک امر ضروري براي تولید و کشاورزي پایدار است. بنابراین 
ی و ، طبیعباکتریایی ساکاریداگزوپلی تغییر یافته با ذرات نانو مگنتیت و ارگانو مونتموریلونیتاین مطالعه با هدف ساخت  ،کشاورزي پایدار

ر این تاکنون مطالعه جامعی دشد.  آز، فسفاتاز و دهیدروژناز انجامهاي مهم خاک نظیر اورهفعالیت و پایداري آنزیم ، و تاثیر آنها برکم هزینه
 رسد.زمینه در سطح دنیا صورت نگرفته است، لذا انجام پژوهش و مطالعه در این زمینه ضروري بنظر می
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 هاو روشواد م
دار رس مونتموریلونیت سدیمدر آزمایشگاه تحقیقاتی دانشکده کشاورزي دانشگاه فردوسی مشهد انجام شد.  1397ر سال این پژوهش د

( CECمترمربع بر گرم تهیه شد. ظرفیت تبادل کاتیونی ) 725درصد و سطح ویژه  95مورد استفاده در این پژوهش از کشور آمریکا با خلوص 
تعیین شد. در این  رس سانتی مول بار مثبت بر کیلوگرم 9/89 (Zhu et al., 2007) از روش استات آمونیومرس مونتموریلونیت با استفاده 

مام مواد ت سورفکتانت اگزوپلی ساکارید از باکتري ازتوباکتر خاک استخراج شد.گذاري شد. نام MMپژوهش رس مونتموریلونیت تهیه شده 
 ها و شستشو از آب مقطر و آب بدون یون استفاده شد.و جهت تهیه محلول بوده ع آزمایشگاهیشیمیایی مورد استفاده در این مطالعه از نو

هاي اولیه براي اطمینان از اندازه کریستالی، درصد تهیه شد. بررسی 99نانوذرات مورد استفاده در این پژوهش از شرکت نوترینو با خلوص 
نانومتر تخمین زده و  15/43گیري ذرات قطر واقعی ذرات با استفاده از دستگاه اندازه ترکیب شیمیایی و فاز نانوذرات انجام گرفت. میانگین

 (. 1نمودار پراکنش قطر ذرات تهیه شد )شکل 
 

 
 پراکنش قطر ذرات نانومگنتیت -1شکل 

 

قابل رویت به ترتیب  هاي( تفسیر گردید و پیکpert’Xنشان داده شده است و توسط نرم افزار ) 2اشعه ایکس در شکل  دیفراکتوگرام
( است که با تطابق 731( و )642(، )444(، )533(، )620(، )440(، )511(، )422(، )400(، )222(، )311(، )220هاي بلوري )مربوط به صفحه

 Yu)ها نگاري استاندارد پودر( کمیته مشترک پراش19-0629ها با کارت شماره )هایی پراش مربوط به آنهاي این صفحات و زوایهپیک

& Kowak, 2010) .مگنتیت بودن ذرات تایید شد ، 
 دهد که مشخص کننده مورفولوژي ذرات است.تصاویر میکروسکوپی الکترونی روبشی نانوذرات را نشان می 3شکل 

 
 ( نانوذرات مگنتیتXRDاشعه ایکس ) دیفراکتوگرام -2شکل 
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 های مختلفنانوذرات مگنتیت در بزرگنمایی( FESEMتصویر میکروسکوپ الکترون روبشی ) -3شکل 

 

 های مونتموریلونیت تغییر یافته با نانو ذرات مگنتیت و اگزوپلی ساکاریدتهیه رس

زدایی صورت نانوذرات مگنتیت تهیه شده در آب مقطر ریخته و اکسیژنجهت تهیه رس مونتموریلونیت تغییر یافته با نانو ذرات مگنتیت ابتدا 
مرتبه تکرار شد. محلول اسیدکلریدریک  4یی برداشته و مجدد ذرات رسوب داده با آب مقطر شسته شد، عمل شستشو گرفت. محلول رو

دقیقه با  5مولار به رسوب اضافه و تکان داده شد تا بارهاي منفی نانوذرات خنثی شود. نانوذرات کلوئیدي کاتیونی درمدت زمان  01/0
با اضافه کردن آب به شدت همزده شد. محلول کلوئید کاتیونی )هیدروسل مگنتیت( حاصل داراي  دور در دقیقه سانتریفیوژ و 4000 سرعت

pH  لیتر میلی 20گرم رس مونتموریلونیت به ازاي هر  1بود. براي تهیه مونتموریلونیت پوشیده شده با نانوذرات، سوسپانسیونی از  4حدود
سیون مونتموریلونیت اضافه و حدود یک دقیقه گاز نیتروژن وارد سوسپانسیون آب تهیه و هیدروسل مگنتیت با حجم معادل به سوسپان

دور در دقیقه  4000دقیقه با سرعت 5دقیقه با همزن مغناطیسی همزده شد. محلول رویی براي  30حاصل شد. سوسپانسیون به مدت 
اند. کاملا جذب ذرات رس شده ذراتدهد نانورنگی شاخصی است که نشان میرنگی محلول رویی بررسی شد. بیسانتریفیوژ شده و بی

گراد در خلا خشک درجه سانتی 40رنگ دور ریخته و مجدد هیدروسل مگنتیت اضافه شد. ماده جامد جداسازي و در دماي محلول رویی بی
هاي آماده شده جهت مونهگذاري شد. ننام NMMدر این پژوهش رس تهیه شده با استفاده از نانوذرات مگنتیت  .(Yuan et al., 2009) شد

 .هاي بعدي در دسیکاتور نگهداري شدآزمایش
قیقات تهران ابتدا باکتري ازتوباکتر از مرکز تحجهت تهیه رس مونتموریلونیت تغییر یافته با نانو ذرات مگنتیت و اگزوپلی ساکارید 

 O2.7H4FeSOگرم،  4PO2KH 1/0گرم،  4HPO2K 9/0گرم،  5گرم، مانیتول  5تهیه شد. باکتري ازتوباکتر در محیط کشت داراي گلوکز 
 1000گرم و  O2.2H4MoO2Na 005/0گرم،  O2.2H2CaCl 1/0گرم، NaCl 2/0گرم،  O2.7H4MgSO 1/0، گرم 4SO2K 1/0گرم،  01/0

کشت کاملا هم محیط ساعت  120ساکارید این باکتري بعد از گذشت مدت زمان د. جهت استخراج اگزوپلیبازکشت شلیتر آب مقطر میلی
دور در دقیقه صورت گرفت. محلول رویی جداسازي و به آن آمونیوم  10000دقیقه و با سرعت  10زده شد و عمل سانتریفیوژ به مدت زمان 

ساکارید در محلول دو برابر محلول رویی ایزوپروپانول سرد اضافه و رسوب حاصل در دماي مولار اضافه شد. جهت رسوب اگزوپلی 1استات 
سپس براي تهیه  ( تهیه شد.NMM، در مرحله اول نانوکمپوزیت )(Gauri et al., 2009) گراد خشک و توزین شددرجه سانتی 60

لیتر آب مقطر ریخته و جهت پراکندگی میلی 100گرم رس در  5/2ساکارید در هر مرتبه مونتموریلونیت تغییر یافته با سورفکتانت اگزوپلی
لیتر آب میلی 196ساکارید در گرم اگزوپلی 4دقیقه در مقابل امواج ماوراي صوت قرار گرفت.  15به مدت  یکنواخت رس در سوسپانسیون

 50ساکارید به آرامی و به صورت دورانی به رس اضافه شد، سرعت پمپ شدن آن حدود تنظیم شد. اگزوپلی 5آن حدود  pHمقطر ریخته و 
درجه  60سیون، رس به شدت همزده شد. سپس همزدن این سوسپانسیون در دماي لیتر در ساعت بود. در حین ریختن سوسپانمیلی
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سوسپانسیون به حدود خنثی برسد چندین مرتبه عمل سانتریفیوژ و شستشو  pHساعت ادامه پیدا کرد. براي اینکه  24گراد به مدت سانتی
گراد درجه سانتی 60قه صورت گرفت و رسوب حاصل در دماي دقی 10به مدت  3500انجام شد. در نهایت جداسازي رس با سانتریفیوژ با دور 

. در این پژوهش رس تهیه شده با استفاده از (Monvisade & Siriphannon, 2009)مش عبور داده شد  200خشک، ساییده و از الک 
 گذاري شد.نام ENMMساکارید نانوذرات مگنتیت و سورفکتانت اگزوپلی

 های تهیه شدهخصوصیات رس

( بررسی و توسط XRDها با روش پراش اشعه ایکس )اي رسفاصله بین لایه ها بستگی دارد.مواد تهیه شده به شکل و اندازه آن خواص
هاي دیفراکتومتري اشعه ایکس شرکت فیلیپس بود. طیف X’pert-MPDاشعه ایکس سیستم  پراش( تعیین گردید. دستگاه X’pertافزار )نرم

 40ها ولتاژدهی شتاب دهنده بود. در این آزمایش KCu (λ=1.54A°)درجه و لامپ هدف مس با تابش  2-40هاي در محدوده زوایه
روي میزان یک درجه در دقیقه تنظیم شد. خصوصیات  θآمپر بکار گرفته شد. در ضمن سرعت روبش زاویه میلی 30کیلووات و جریان پرتو 

( تعیین شد. لذا جهت تهیه تصاویر از میکروسکوپ الکترونی FESEMساختاري و مورفولوژي با میکروسکوپ الکترونی روبشی انتشار میدانی )
 استفاده شد.  Tscan Vega-IIروبشی مدل 

 ی خاکهاآنزیمبر تهیه شدههای تاثیر کاربرد رس

 جداسازي از خاک هامتر خاک مزرعه صورت گرفت. ذرات درشت و سنگسانتی 20برداري مرکب از عمق له بعدي تحقیق نمونهدر مرح
درصد  10درصد شن،  67) لوم شنی مزرعه متر عبور داده شد. بافت خاکمیلی 2از الک متر و سپس میلی 8شد. خاک مزرعه ابتدا از الک 

 9/7خاک  pHو  درصد 4/0کربن آلی ، زیمنس بر متردسی 2/4هدایت الکتریکی خاک )شوري خاک( تعیین شد.  درصد سیلت( 23رس و 
خاک در ظروف پلی اتیلن ریخته و جهت عمل  نمونه ، شور و تا حدودي قلیایی بود.متوسطگیري شد. به عبارتی خاک داراي بافت اندازه

گراد نگهداري شد و رطوبت روزانه درجه سانتی 25در انکوباتور با دماي روز  7 به مدتخاک  ها ایجاد شد. نمونهتهویه چند سوراخ روي آن
گرم میلی 10به ازاي هر گرم خاک مرطوب  از شروع انکوباسیون روز 7درصد ظرفیت نگهداري آب تنظیم شد. بعد از گذشت  60ها در نمونه
هاي تیمار شده جهت مراحل بعدي تحقیق آماده شد. آزمایش در درصد وزنی( اضافه شد و بدین ترتیب نمونه 1)نسبت  تغییر یافتهرس 

، و خاک مزرعه بدون تیمار به عنوان شاهد MM ،NMM ،ENMM) نوع رس چهارقالب طرح پایه کاملا تصادفی با آرایش فاکتوریل شامل 
(C ))گراد در درجه سانتی 25روز در دماي  21ت هاي تهیه شده به مدروز( با سه تکرار انجام شد. نمونه 21و  14، 7، 3، 1پنج زمان ) در

هاي آلی گذاري شد، سپس با انواع رسنام Sتاریکی انکوباسیون شد. یک نمونه خاک نیز بطور جداگانه سترون شد و با علامت اختصاري 
مورد آنالیز قرار  MINITABافزار ها انجام شد. نتایج حاصل با نرمگیري در نمونههاي تعیین شده در سه تکرار اندازهشده تیمار و در زمان

استفاده  Microsoft Excel XPافزار مقایسه شد و براي رسم نمودارها از نرم 05/0ها با استفاده از آزمون دانکن در سطح گرفت. میانگین
 گردید.

 هاگیری آنزیماندازه

لیتر میلی 9لیتر تولوئن و میلی 2/0لیتري ریخته، میلی 50در یک بالن  از هر نمونه خاک راگرم  5آز گیري فعالیت آنزیم اورهجهت اندازه
مولار( به عنوان سوبسترا بصورت قطره قطره اضافه و چرخانده  2/0لیتر محلول اوره )تریس اضافه و چند ثانیه هم زده شد. سپس یک میلی

 30گراد قرار داده شد. سپس بلافاصله درجه سانتی 37ا دماي ساعت در حمام آب گرم ب 2و کاملا مخلوط شد. درب بالن را بسته به مدت 
به مدت یک ساعت همزده و حجم نهایی محلول  rpm 200لیتر محلول کلرید پتاسیم دو مولار اضافه و در همزن دورانی با سرعت میلی

یم استخراج آز بوسیله کلرید پتاسفعالیت آنزیم اوره لیتر رسانده و در نهایت از کاغذ صافی عبور داده شد. آمونیوم آزاد شده در اثرمیلی 50به 
یتروژن . میزان نکرد. تیمار شاهد نیز در نظر گرفته شد، این تیمار قبل از انکوباسیون سوبسترا دریافت ن(Kandeler et al., 2011)شد 

در نهایت فعالیت آنزیم بر اساس میکروگرم ( و Bashour & Sayegh, 2007)گیري شد آمونیومی استخراج شده با روش ایندوفنل بلو اندازه
 پس از دو ساعت انکوباسیون گزارش شد.  خشک آمونیوم آزاد شده به ازاي یک گرم خاک

لیتري در نظر گرفته شد. یک گرم از هر نمونه خاک را در ارلن میلی 50ها ارلن آنزیم فسفاتاز قلیایی به تعداد نمونهگیري براي اندازه
ورت ها بصلیتر محلول فسفات پارانیتروفنل اضافه شد. ارلنمیلی 1کاري و  MUBلیتر میلی 4لیتر تولوئن، میلی 2/0یخته و لیتري رمیلی 50

گراد قرار داده درجه سانتی 37دورانی چند ثانیه چرخانده تا اجزا آن کاملا مخلوط شدند. سرپوش ظرف را گذاشته و در انکوباتور با دماي 
لیتر محلول میلی 4مولار و  5/0لیتر محلول کلرید کلسیم میلی 1ت زمان دو ساعت در پوش ظرف برداشته و به آن شد. پس از گذشت مد
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لیتر فسفات پارانیترو فنل اضافه شد. در تیمار شاهد میلی 1مولار اضافه و به مدت چند ثانیه تکان داده شد. حال به نمونه شاهد  5/0سود 
ها لیتر محلول پارانیتروفنل اضافه شود. سوسپانسیون حاصل با دو لایه کاغذ واتمن صاف شد. در نمونهمیلی 1قبل از انکوباسیون نبایستی 

اهد از ها و شگیري شد. غلظت پارانیتروفنل در نمونهنانومتر به روش اسپکتروفتومتري اندازه 420و استانداردها مقدار جذب در طول موج 
و ساعت پس از د خشک نزیم فسفاتاز بر حسب میکروگرم پارانیتروفنل به ازاي یک گرم خاکمنحنی واسنجی محاسبه شد. فعالیت آ

 انکوباسیون گزارش شد.
لیتر تري فنیل فورمازان میلی 3لیتر آب و میلی 3ها خاک برداشته شد. به نمونهاز هر نمونه  گرم 3دهیدروژناز  آنزیمگیري براي اندازه

گراد در محیط تاریک انکوباسیون درجه سانتی 37ساعت در دماي  24ه و بعد از گذاشتن درپوش به مدت ها همزداضافه شد، محتواي لوله
ساعت در محیط تاریک روي شیکر قرار  یکها اضافه و به مدت لیتر متانول به همه لولهمیلی 10شد. براي استخراج تري فنیل فورمازان 

لیتري ریخته میلی 100ها از کاغذ صافی عبور داده و در بالن فورمازان اضافه شد. نمونه داده شد. در این مرحله به نمونه شاهد تري فنیل
لیتر رسانده شد. میلی 100ها با متانول به ها به قرمز متمایل شد. حجم نهایی نمونهها اضافه شد تا رنگ نمونهشد. آنقدر متانول به نمونه
گیري شد. غلظت نانومتر به روش اسپکتروفتومتري اندازه 485کثر تا یک ساعت در طول موج ها و استانداردها حدامقدار جذب نور در عصاره

ها و شاهد از منحنی واسنجی محاسبه شد. فعالیت آنزیم دهیدروژناز بر حسب میکروگرم تري فنیل فورمازان تري فنیل فورمازان در نمونه
 .(Alotaibi & Schoenaua, 2011) ش شدبه ازاي یک گرم خاک خشک در مدت یک ساعت انکوباسیون گزار

 نتایج و بحث

 های تهیه شدهخصوصیات رس

اي پیک رده ( است و با توجه به شکل فاصله بین لایهMMمربوط به رس مونتموریلونیت ) 4( در شکل XRDاشعه ایکس ) دیفراکتوگرام
 آنگستروم است. 11( این رس 001dاول )

 
 (MMدار )مونتموریلونیت سدیم اشعه ایکس رسدیفراکتوگرام  -4شکل 

 
اي ( داراي فاصله بین لایهNMM( مشاهده شد که رس تغییر یافته با نانوذرات مگنتیت )5اشعه ایکس )شکل  دیفراکتوگرامبا توجه به 

شعه ا امدیفراکتوگرآنگستروم است اما شدت پیک به علت حضور نانوذرات به شدت کاهش یافته است. در  51/17( 001d)پیک رده اول 
درجه پیک  10کمتر از  θ2( هم در موقعیت ENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )ایکس رس تغییر یافته با مجموع سورفکتانت اگزوپلی

اشعه  دیفراکتوگراماي صفحات مختلف رس را در توان فاصله بین لایه( میX’pertافزار )(. با استفاده از نرم6قوي مشاهده نشد )شکل 
یت ساکارید و نانوذرات مگنت( رس تغییر یافته با سورفکتانت اگزوپلی001dاي پیک رده اول )ست آورد. نرم افزار فاصله بین لایهایکس رس بد

(ENMM را )اشعه ایکس مشاهده شد که با ورود نانوذرات به سطح رس  دیفراکتوگرام(. با مقایسه 6داد )شکل نشان آنگستروم  52/17
ز بودن به دلیل ریاز جمله دارد.  وجود ي پیدا کرده است، که براي این کاهش پیک دلایل احتمالی مختلفیها کاهش چشمگیرشدت پیک

هاي اي رس سبب کاهش نیروهاي دافعه لایهنانومتر( و قرارگیري این نانوذرات ریز در فاصله بین لایه 43العاده نانوذرات مگنتیت ) فوق
اشعه ایکس کم شده است. که براي حل این مشکل بهتر بود اشباع  دیفراکتوگرامرس در  هاي مربوط بهرس شده در نتیجه شدت پیک

ه و سبب افزایش اي مونتموریلونیت وارد شدهاي قطبی اتیلن گلیکول در فضاهاي بین لایهها با اتیلن گلیکول صورت گیرد زیرا ملکولنمونه

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

In
te

n
si

ty

2θ (degree)

d001=11A 3.03A 2.55A

3.16A

3.34A4.03A

4.46A



  پژوهشی( -)علمی  1401 اسفند، 12، شماره 53، دوره تحقیقات آب و خاک ایران 2728

اي اندازه بلورهاي مونتموریلونیت بزرگتر شده و در شوند، در اثر افزایش فاصله بین لایه( می001dرس ) پیک رده اول ايفاصله بین لایه
 یابد. از طرفی احتمالا نحوه پراکنش نانوذرات مگنتیت در ساختار رس بهاشعه ایکس افزایش می دیفراکتوگرامنتیجه شدت پیک مربوط در 

هاي صفحات نامنظم شده و در نتیجه باعث کاهش شدید ت به نوعی بوده که جهتگیري نانوذراعنوان بستر نگهدارنده و همچنین شکل
 توگرامدیفراکها با ورود نانو ذرات مگنتیت کم شده است اما با توجه به هاي رس شده است. اگر چه در این پژوهش شدت پیکشدت پیک

 5هاي یکسان با رس مونتموریلونیت بدست آورده شد و در شکل اي صفحات( فاصله بین لایهX’pertافزار )اشعه ایکس و با استفاده از نرم
ساکارید و ( و سورفکتانت اگزوپلیNMMهاي تغییر یافته با نانوذرات مگنتیت )اي در رسهاي بین لایهآورده شده است. این فاصله 6و 

یجه گرفت که ساختمان کریستالی رس بهم توان نت( یکسان است، بنابراین میMM( با رس مونتموریلونیت )ENMMنانوذرات مگنتیت )
( NMMهاي تغییر یافته با نانوذرات مگنتیت )اشعه ایکس در رس دیفراکتوگرام با بررسی ها کاهش یافته است.نخورده و فقط شدت پیک

آنگستروم مشاهده  5/2 آنگستروم و 3اي ( دو پیک شدید داراي فاصله بین لایهENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )و سورفکتانت اگزوپلی
 (.6و  5هاي ( است که هم در رس مونتموریلونیت و هم نانوذرات مگنتیت وجود دارد )شکلFeOشد که مربوط به پیک اکسیدآهن )

 Yuan et al (2009) ها توسط برخی از پژوهشگران مورد بررسی قرار گرفته است.اي رستاثیر افزودن نانو ذرات بر فضاي بین لایه
( رس 001d) پیک رده اول ايپوزیتی با رس مونتموریلونیت و نانوذرات مگنتیت تهیه کردند و مشاهده نمودند که فاصله بین لایهنانوکم

در مطالعه خود  Li & Wu (2010) آنگستروم افزایش یافت. 8/15آنگستروم بود که با ورود نانوذرات مگنتیت به  8/12مونتموریلونیت اولیه 
ر متیل آمونیوم به رس آلی تبدیل کردند و سپس نانوذرات آهن صفلونیت را با سورفکتانت کاتیونی هگزادسیل تريابتدا رس مونتموری

شاهده نمودند اشعه ایکس م دیفراکتوگرامنانوذرات آهن را تهیه کردند و با بررسی -ظرفیتی را به رس اضافه نمودند و نانوکمپوزیت رس آلی
 Wu etآنگستروم افزایش یافت.  1/15آنگستروم بود که پس از تغییر به نانوکمپوزیت به  8/14ریلونیت اي رس مونتموکه فاصله بین لایه

al (2014)  نیز در آزمایشی مشابه و با تغییر رس مونتموریلونیت با هگزادسیل تري متیل آمونیوم بروماید و نانو ذرات آهن صفر ظرفیتی
 آنگستروم گزارش کردند. 15تا  ار رسپیک رده اول اي بین لایهفاصله افزایش 

العه ها توسط برخی از پژوهشگران مورد مطاي رسساکارید بویژه کیتوسان بر فضاي بین لایهتاثیر افزودن برخی از انواع اگزوپلی
را مورد بررسی  دساکارید( و رس مونتموریلونیت بر جذب تانیک اسیتاثیر ترکیب کیتوسان )اگزوپلی An & Stefan (2007)قرار گرفته است. 

ساکاریدها بیوپلیمر طبیعی هستند که همراه با رس قرار داده و افزایش جذب تانیک اسید بر رس تغییر یافته را گزارش دادند. اگزوپلی
 هاي اینهاي عاملی آمین و هیدروکسیل روي زنجیرمونتموریلونیت ظرفیت بسیار بالایی براي جذب عناصر دارند و دلیل آن وجود گروه

ساکاریدها نقش موثري در سازگاري زیستی، . ترکیب مونتموریلونیت و اگزوپلی(An & Stefan, 2007; Assaad et al, 2007) بیوپلیمر است
گزارش  Sharma & Komarneni (2009). (Hsu et al, 2009, 2012; Rao et al, 2010)پذیري بیولوژیکی و فعالیت میکروبی دارد تجزیه

سیار موثر ها و سموم در خاک نیز بکشها، علفهاي محیطی مانند آلایندهساکارید با کانی رسی در کنترل آلودگیکردند که ترکیب اگزوپلی
 ,Hu & Cao)هاي رسی یا ترکیبات هوموسی دارند ها از ایموبیلیزه شدن توسط کانیهاي آلی نقش مهمی در حفظ آنزیمسورفکتانت. است

 ;Zappino et al., 2015) ها در صنعت غذاسازي استفاده شدساکارید طبیعی کیتوسان براي تثبیت آنزیم. در مطالعات دیگر از پلی(2007

Benucci et al., 2017). همچنین Wicklein et al (2011) گریز تبدیل هاي آلی متفاوت به رس آلی آبرس سپیولیت را با سورفکتانت
هاي آلی بیشتر از رس سپیولیت بود. بطوري که رس سپیولیت آز روي رسکه توانایی جذب و نگهداري آنزیم اورهکرده و مشاهده کردند 

درصد افزایش  97آز تا هاي آلی سپیولیت توانایی جذب و نگهداري اورهآز را داشت اما در رسدرصد توانایی جذب و نگهداري آنزیم اوره 62
ی ها داراي هزینه پایین، توانایندسی آنزیم از رس به عنوان پایه براي کیتوسان استفاده شده زیرا رسنشان داد. در برخی از مطالعات مه

. بیشترین رس مورد استفاده در این زمینه مونتموریلونیت و (An et al., 2015; Bertolino et al, 2016)باشند جذب و سطح ویژه بالا می
 Ruiz Hitzky et al (2008) همچنین .(Sedaghat et al., 2009; Hsu et al., 2012; Lewandowska et al., 2015)سپیولیت بوده است 

گر را در نانوذرات دارند و نانوذرات در این حالت پایدارتر و براي مدت طولانی ساکاریدها نقش عامل کیلیتنیز گزارش کردند که اگزوپلی
هاي بیان کردند که استفاده از سورفکتانت Cullen et al (2011)پایین را جذب کنند.  تواند ذرات ریزتر و با غلظت بسیارباثبات هستند و می

ساکاریدهاي طبیعی همراه با نانوذرات در کاهش تنش خشکی در مطالعات دیگر از اگزوپلی .دهدآلی اثر سمیت نانوذرات را کاهش می
 شود. ها میبه خود باعث افزایش فعالیت آنزیمکه این مبحث نیز به نو (Jatav & Nirmal, 2013)استفاده شده است 
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 (NMMاشعه ایکس رس تغییر یافته با نانوذرات مگنتیت ) دیفراکتوگرام -5شکل 

 

 
 (ENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )اشعه ایکس رس تغییر یافته با سورفکتانت اگزوپلی دیفراکتوگرام -6شکل 

 

گونه که در شکل هاي مختلف نشان داده شده است. همان( در بزرگنماییMMدار )مورفولوژي رس مونتموریلونیت سدیم 7در شکل 
 هاي سیلیکاتی در بزرگنمایی زیاد در آن قابل تشخیص نیست. ساختاراي داشته و لایهشود مونتموریلونیت بیشتر حالت تودهمشاهده می

 صاویر به وضوح قابل مشاهده است.یکپارچه و کم تخلخل رس در این ت
هاي مختلف نشان داده شده است. در این تصاویر ( در بزرگنماییNMMمورفولوژي رس تغییر یافته با نانوذرات مگنتیت ) 8در شکل 

ه تجمع یا کلوخه یادي باند. نانو ذرات بسیار ناپایدارند و تمایل زبیشتر نانوذرات مگنتیت قابل مشاهده است که ظاهرا در کنار هم تجمع یافته
هاي رس و در نتیجه ایجاد ساختار مجتمع شدن دارند که یک نقطه ضعف است. حضور نانوذرات مگنتیت سبب کاهش نیروهاي دافعه لایه

 هاي رس شده است.لایه
هاي بزرگنمایی در (ENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )تغییر یافته با سورفکتانت اگزوپلیمورفولوژي رس  9تصاویر در شکل 

دهد. در این تصاویر مشاهده شد که پس از تغییر رس مونتموریلونیت به رس آلی تغییر یافته با سورفکتانت مختلف را نشان می
باعث  ساکارید و هم نانوذراتاند. هم اگزوپلیهاي متخلخل رس بصورت پراکنده قرار گرفتهنانوذرات مگنتیت روي لایه ،ساکاریداگزوپلی

ساکارید لیرسد که سورفکتانت اگزوپگیر سطح رویه نمونه شده است و این افزایش سطح در این تصاویر مشهود است. بنظر مییش چشمافزا
است  هاي رس نانومتري شدههاي فراوانی در آن ایجاد کرده است و ضخامت لایههاي رس را بطور کامل از هم باز کرده و تخلخللایه

 (. 9)شکل 
اي رس مونتموریلونیت دهد که نحوه توزیع نانوذرات مگنتیت درسطح و فضاي بین لایهآلی نشان می فولوژي رسدقت در مور

مشاهده نشد که نشان دهنده پراکنش مناسب نانوذرات مگنتیت در بستر رس آلی  آلی شده یکنواخت است و تجمعی از نانوذرات در نمونه
اي رس تجمع یافته بودند. در این زمینه نانوذرات مگنتیت در سطح و فضاي بین لایه 8ر شکل ساکارید است. اما دبا سورفکتانت اگزوپلی

Ruiz Hitzky et al (2008) گر و عامل ایجاد ثبات در نانوذرات فلزي مانندساکاریدها به عنوان کاتالیزور، کیلیتگزارش کردند که اگزوپلی 
 نانوذرات مگنتیت کاربرد دارند.
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 های مختلف( در بزرگنماییMMدار )( رس مونتموریلونیت سدیمFESEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی ) -7شکل 

 

 
 

 
 های مختلف( در بزرگنماییNMM) تغییر یافته با نانو ذرات مگنتیت( رس FESEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی ) -8شکل 
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( در ENMM) ساکارید و نانوذرات مگنتیتتغییر یافته با سورفکتانت اگزوپلی( رس FESEMبشی )تصاویر میکروسکوپ الکترونی رو -9شکل 

 های مختلفبزرگنمایی

 

 خاک  هایآنزیمبر  تهیه شدههای تاثیر کاربرد رس

، فسفاتاز آزاوره هايفعالیت آنزیمها بر بر اساس نتایج حاصل از آنالیز آماري تاثیر تیمار نوع رس، مدت زمان انکوباسیون و تاثیر متقابل آن
 (. 3و  2، 1هاي جدولدار بود )درصد معنی 5در سطح و دهیدروژناز 

 

 های مختلفدر زمانمونتموریلونیت تغییر یافته  هایرس انواع آز خاک در حضورفعالیت آنزیم اورهتجزیه واریانس  -1جدول 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 9/7215* 3 نوع رس

 7/1127* 4 زمان انکوباسیون
 0/89* 12 زمان انکوباسیون×نوع رس

 8/7 40 خطاي آزمایش

 دار است.درصد معنی 5در سطح  *               

 

 های مختلفدر زمانمونتموریلونیت تغییر یافته  هایرس انواع خاک در حضورفسفاتاز قلیایی فعالیت آنزیم تجزیه واریانس  -2جدول 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر

 42290* 3 نوع رس
 171962* 4 زمان انکوباسیون

 1134* 12 زمان انکوباسیون×نوع رس
 382 40 خطاي آزمایش

 دار است.درصد معنی 5در سطح  *               
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 های مختلفدر زمانمونتموریلونیت تغییر یافته  هایرس انواع خاک در حضور دهیدروژنازفعالیت آنزیم تجزیه واریانس  -3جدول 

 میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر
 09/62* 3 نوع رس

 11/160* 4 زمان انکوباسیون
 06/10* 12 زمان انکوباسیون×نوع رس

 88/0 40 خطاي آزمایش

 دار است.درصد معنی 5در سطح  *               

 
رس تغییر یافته  برابر، 4/1( به خاک MMن رس مونتموریلونیت )فزودآز با امیانگین میزان فعالیت آنزیم اورهبر اساس نتایج مقایسه 

 (.10برابر افزایش یافت )شکل  3( ENMMو نانوذرات مگنتیت ) ساکاریدبرابر، رس تغییر یافته با اگزوپلی 5/1( NMMبا نانوذرات مگنتیت )
ساکارید و نانوذرات آز مربوط به خاک تیمار شده با رس تغییر یافته با اگزوپلیفعالیت آنزیم اوره بر اساس این پژوهش بیشترین میزان

( در زمان شروع آزمایش Cآز مربوط به خاک شاهد )روز انکوباسیون و کمترین میزان فعالیت آنزیم اوره 7( پس از گذشت ENMMمگنتیت )
آز در طول زمان ثابت است. اما ( بطور تقریبی فعالیت آنزیم اورهCمان در نمونه شاهد )مشاهده شد که با گذشت ز 10بود. با بررسی شکل 

ها در ابتدا تا ( تیمار شده بودند، فعالیت آنزیمNMM( و رس تغییر یافته با نانوذرات مگنتیت )MMهایی که با رس مونتموریلونیت )در نمونه
این تغییرات روند نسبتا  پس از شروع انکوباسیونروز  14شد تا اینکه بعد از گذشت  روز افزایش یافته و سپس با شیب کم کاهش مشاهده 3

ها ( فعالیت آنزیمENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )هاي خاک تیمار شده با رس تغییر یافته با اگزوپلیثابتی را دنبال کردند. اما در نمونه
آز ثابت شد روز روند فعالیت آنزیم اوره 14دهم با شیب تند کاهش یافته و بعد از گذشت روز افزایش یافته و سپس تا روز چهار 7در ابتدا تا 

شد که در کل تغییرات ایجاد شده در رس مونتموریلونیت باعث افزایش فعالیت این آنزیم (. با توجه به نتایج این پژوهش مشاهده 10)شکل 
(. میزان 10روز به وضوح آشکار است )شکل  7عالیت این آنزیم پس از روز انکوباسیون شده است. بیشترین شیب کاهش ف 21در طی 

گیري بالاتر از نمونه ( بطور چشمENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )آز در رس تغییر یافته با رس تغییر یافته با اگزوپلیفعالیت آنزیم اوره
 (. 10( است )شکل NMMمگنتیت )( و رس تغییر یافته با نانوذرات MM(، رس مونتموریلونیت )Cشاهد )

( نیز در حضور خاک تیمار شده با انواع رس مونتموریلونیت با گذشت زمان نشان Sآز در خاک سترون )اوره فعالیت آنزیم 10در شکل 
خاک سترون  کند درهاي خاک صفر است که مشخص میآز در نمونهاوره داده شده است. نتایج نشان داد که در خاک سترون فعالیت آنزیم

 هاي اضافه شده خود نیز هیچ فعالیت آنزیمی نداشتند.اي وجود نداشته و رسموجود زنده
 

 
 گراددرجه سانتی 25مونتموریلونیت تغییر یافته با گذشت زمان انکوباسیون در دمای  هایآز خاک در حضور رسفعالیت آنزیم اوره -10شکل 
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داده  که در بخش اول گزارش ،هي تغییر یافتهارسهاي ویژگی با تغییرات ایجاد شده درها نتایج بدست آمده از بخش فعالیت آنزیم
( که فقط Cنسبت به نمونه شاهد ) ( به خاک فعالیت آنزیمMMمطابقت داشت. در این پژوهش با افزودن تیمار رس مونتموریلونیت )شد، 

پژوهشگران دلیل پایداري  ها از طریق پیوند کوالانسی است.ها و رس. بطور عمده اتصال آنزیم(10)شکل یش یافت خاک مزرعه است، افزا
پلیمریزه های رسی از طریق جذب سطحی، به دام افتادن و همها روی کانیجذب و نگهداری آنزیمهاي رسی ها را با افزودن کانیآنزیم

 Ozturk)ود شهای پروتئولیتیک خارج شده و هیدرولیز نمیاز دسترس فلزات سنگین و آنزیمها آنزیماند، زیرا در این شرایط شدن دانسته

et al., 2016; Chapman & Stenzel, 2019.) 

( به خاک فعالیت NMMتغییر یافته با نانوذرات مگنتیت ) مشاهده شد که با افزودن تیمار رسبا توجه به نتایج پژوهش  همچنین
ای رس بدلیل افزایش فاصله بین لایه. (10)شکل ( افزایش نشان داد MMنسبت به خاک تیمار شده با رس مونتموریلونیت اولیه ) آنزیم

(، اندازه کوچک و سطح ویژه زیاد نانوذرات مگنتیت MM( نسبت به رس مونتموریلونیت اولیه )NMMتیت )با نانو ذرات مگنتغییر یافته 
( وجود داشت C( و خاک شاهد )MMانتظار افزایش فعالیت آنزیم با افزودن این تیمار به خاک نسبت به تیمار رس مونتموریلونیت اولیه )

 ها را مشاهده کردند. ذراتهم با افزودن نانوذرات آهن صفر ظرفیتی به خاک افزایش در فعالیت آنزیم Cullen et al (2011)(. 10)شکل 

 . ها و زیست توده میکروبی خاک نقش دارندبالا در پایداري، فعالیت آنزیم بسیار پذیريواکنش نانو
وط هاي تغییر یافته مرباي تیمار شده با انواع رسه( بیشترین میزان فعالیت آنزیم در بین خاک10شکل با توجه به نتایج پژوهش )

 است. در خاک تیمار شده با این دو رس افزایش (ENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )به خاک تیمار شده با رس تغییر یافته با اگزوپلی
مونتموریلونیت آلی  هايشده با رس فعالیت آنزیم فسفاتاز را در خاک تیمار 11شکل  مشاهده شد. هاي خاکدر فعالیت آنزیم گیريچشم

( به MMت )ن رس مونتموریلونیفزوددهد. بر اساس نتایج مقایسه میانگین میزان فعالیت آنزیم فسفاتاز با اشده با گذشت زمان نشان می
( ENMMنانوذرات مگنتیت )ساکارید و برابر، رس تغییر یافته با اگزوپلی 3/1( NMMبرابر، رس تغییر یافته با نانوذرات مگنتیت ) 1/1خاک 

هاي هاي تهیه شده به خاک بر فعالیت آنزیم فسفاتاز نسبت به فعالیت آنزیمتاثیر افزودن تیمار رس (.11برابر افزایش نشان داد )شکل  5/1
ه حالت جذب شد هاي فسفاتاز قبل از اضافه شدن تیمارهاي رس در خاک درکمتر بود که احتمالا بدلیل این است که عمده آنزیم آزاوره

 و نانو ذرات مگنتیت اریدساکقرار داشتند. بیشترین میزان فعالیت آنزیم فسفاتاز به ترتیب در خاک تیمار شده با رس تغییر یافته با اگزوپلی
(ENMMو سپس رس ) ( تغییر یافته با ذرات نانو مگنتیتNMM است. از نظر روند زمانی فعالیت این آنزیم از سه روز تا )پس از وز ر 14

بیشتر اک فسفاتاز با انواع رس تغییر یافته و ذرات خافزایش یافته و سپس ثابت شد که باز دلیل آن احتمالا جذب سطحی آنزیم انکوباسیون 
مشاهده شد که  11. با بررسی شکل باشدها روند آزادسازي آن کندتر از بقیه آنزیم باعث شده است که و با قدرت بالاتري صورت گرفته و

روز افزایش یافته، سپس فعالیت  14با شیب نسبتا تند تا  قلیایی روز از انکوباسیون فعالیت آنزیم فسفاتاز 3ها پس از گذشت در همه نمونه
 آنزیم در طول انکوباسیون تقریبا ثابت شده است. 
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ر اساس دهد. بمونتموریلونیت آلی شده با گذشت زمان نشان می هايفعالیت آنزیم فسفاتاز را در خاک تیمار شده با رس 12شکل 
برابر، رس تغییر یافته با  1/1( به خاک MMنتایج مقایسه میانگین میزان فعالیت آنزیم دهیدروژناز با اضافه کردن رس مونتموریلونیت )

برابر افزایش نشان داد )شکل  3/1( ENMMساکارید و نانوذرات مگنتیت )برابر، رس تغییر یافته با اگزوپلی 2/1( NMMنانوذرات مگنتیت )
12.) 

. بر اساس این دهدفعالیت این آنزیم را در خاک تیمار شده با انواع رس مونتموریلونیت تغییر یافته با گذشت زمان نشان می 12شکل 
رات مگنتیت ساکارید و نانوذپژوهش بیشترین میزان فعالیت آنزیم دهیدروژناز مربوط به خاک تیمار شده با رس تغییر یافته با اگزوپلی

(ENMM پس از گذشت )3 ( روز انکوباسیون و کمترین میزان فعالیت آنزیم دهیدروژناز مربوط به خاک شاهدC با برر12( بود )شکل .) سی
( بطور تقریبی فعالیت آنزیم دهیدروژناز در طول زمان ثابت است. اما در Cمشاهده شد که با گذشت زمان در نمونه شاهد ) 12شکل 
شیب تند افزایش یافته همان روز با  3ها در ابتدا تا رس مونتموریلونیت تغییر یافته تیمار شده بودند، فعالیت آنزیم دو نوعهایی که با نمونه
 An & Stefan (2007)روز این تغییرات روند نسبتا ثابتی را دنبال کردند.  7س با شیب تند کاهش مشاهده شد تا اینکه بعد از گذشت و سپ

ساکارید( و رس مونتموریلونیت بر جذب تانیک اسید را مورد بررسی قرار داده و افزایش جذب تانیک اسید بر تاثیر ترکیب کیتوسان )اگزوپلی
گر را در نانوذرات ساکاریدها نقش عامل کیلیتنیز گزارش کردند که اگزوپلی Ruiz Hitzky et al (2008)فته را گزارش دادند. رس تغییر یا

تواند ذرات ریزتر و با غلظت بسیار پایین را جذب کنند. دارند و نانوذرات در این حالت پایدارتر و براي مدت طولانی باثبات هستند و می
در مطالعات دیگر از  .دهدهاي آلی اثر سمیت نانوذرات را کاهش میبیان کردند که استفاده از سورفکتانت Cullen et al (2011) همچنین
که این مبحث نیز به  (Jatav & Nirmal, 2013)ساکاریدهاي طبیعی همراه با نانوذرات در کاهش تنش خشکی استفاده شده است اگزوپلی

ساکارید و مجموع هاي آلی تغییر یافته با سورفکتانت اگزوپلیشود. بطور کلی در زمینه تاثیر رسها میزیمنوبه خود باعث افزایش فعالیت آن
 اي صورت نگرفته است. ها در محیط خاک مطالعهآن با نانوذرات بر فعالیت آنزیم

 

 
 گراددرجه سانتی 25گذشت زمان انکوباسیون در دمای مونتموریلونیت تغییر یافته با  هایفعالیت آنزیم دهیدروژناز خاک در حضور رس -12شکل 

 گیری نتیجه
ترین شاخص تاثیر فاکتورهاي محیطی بر کارکرد میکروبی است، زیرا در چرخه عناصر غذایی موثر است. سنجش فعالیت آنزیمی حساس

دهند بیوشیمیایی و غذایی هستند که در خاک روي می هايها و کاتالیزورهاي چرخهآز در واقع شاخصهاي فسفاتاز، دهیدروژناز و اورهآنزیم
. پژوهشگران گزارش کردند که (Finkenbeina et al., 2013) هاي خاک هستندهاي خاک گیاهان و میکروارگانیسمو منبع اصلی آنزیم

 Acosta Martinez)ها آلاینده اقلیم و میکروبی، هايفعالیت ، pHکاربري، نوع گیاهی، بقایاي به کیفیت خاک در هاآنزیم فعالیتپایداری و 

et al., 2007; Leinweber et al., 2008)، نوع و اندازه مواد افزوده شده به خاک (Patil & et al., 2004 )بستگی دارد . 
ها در خاک مدت زمان کوتاهی فعالیت دارند زیرا به محض ورود به خاک به سرعت تجزیه یا غیرفعال شده، ساختمان خود را آنزیم
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ها مطالعات به منظور طول عمر آنزیم. (Frankberger & Tabatabai, 1980; Chapman & Stenzel, 2019) رونداز دست داده و از بین می

 ,.Hammer et alها با استفاده از علم مهندسی آنزیم صورت گرفته است. از جمله اصلاح ساختار آنزیم )داری آنزیادی برای افزایش پای

2018; Arnold, 2018( تغییر محیط اطراف آنزیم ،)Lancaster et al., 2018( بی حرکت کردن آنزیم روی سطوح ،)Mohamad et al., 

2015; Hoarau et al., 2017 آنزیم( و محصور کردن( ها در نانو ذراتKuchler et al., 2016; Mazur et al., 2017; Chen et al., 2021 )

در محیط  ها روش مهندسی محیط است که در این روشها برای پایداری آنزیمدر علم مهندسی آنزیم یکی از روشبررسی شده است. 
 ,Kim et al., 2006; Hegedus & Nagy) د که فعالیت آنزیم افزایش یابدشواطراف آنزیم بدون تغییر در ساختار آنزیم تغییراتی اعمال می

2009; Benucci et al., 2017) .ها یا به دام انداختن آنها در روي نانوذرات با هدف ها بر روي حاملبسیاري از محققان قرارگیري آنزیم
( 2ها، )( حفظ فعالیت آنزیم1هاي تهاجمی را مد نظر قرار دادند. که این استراتژي به منظور )محدود کردن حرکت آنزیم و دوري از محیط

ها پذیري فعالیت آنزیم( امکان تنظیم و برگشت3هاي تهاجمی ) pHهاي آلی و دما، کم آبی، حلال ها در برابرپایداري طولانی مدت آنزیم
در این مطالعه نیز با افزودن (. Chapman & Stenzel, 2019اند )ها را روي نانوذرات تثبیت کردههاي اخیر پژوهشگران آنزیمبود. در سال

شد. نتایج  در خاک هاآنزیماین  صورت گرفت و باعث تغییراتی در فعالیت ي خاکهانزیمتحولاتی در محیط پیرامون آ آلی شدههاي رس
ساکارید و خاکی بود که با رس تغییر یافته با مجموع سورفکتانت اگزوپلی هايها در نمونهپژوهش نشان داد که بیشترین فعالیت آنزیم

. با ند( تیمار شده بودMM( و رس مونتموریلونیت اولیه )NMMت مگنتیت )رس آلی تغییر یافته با نانو ذرا ،(ENMMنانوذرات مگنتیت )
ها الیت آنزیمباعث افزایش پایداري و فع ایجاد تغییرات با سورفکتانت اگزوپلی ساکارید و نانوذرات مگنتیتتوجه به نتایج مشاهده شد که 

ها باعث افزایش در پایداري و فعالیت محیط اطراف آنزیم دربه نوعی تغییر  روز انکوباسیون شده است. 21 مدت زماندر محیط خاک در 
  ها در محیط خاک شد.آنزیم

 "هیچ گونه تعارض منافع توسط نویسندگان وجود ندارد"
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