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  چکیده

هاي  به سبب توانایی آن در اکسید کردن ترکیبگذشته هاي هایی است که در سالمهمترین آنزیمگروه آنزیم لاکاز از 
به نگاه با . بهسازي به سوي خود جلب کرده استرا در زمینه زیست  نگاه بسیاريهاي محیطی پایدار، گوناگون و آلاینده

توانـد راهـی   هـا مـی  بر رویه نگهدارنـده آنها سازي شجنب ، بیهاي آنزیمبالاساخت و فراوري هاي پایداري کم و هزینه
 تـرامتس گرفته شـده از قـارچ   کنش لاکاز براي بررسی برهم. آنزیم باشد کارکردافزایش پایداري راستاي در شایسته 

 سه آزمایش جداگانه در قالـب طـرح کـاملاً   هاي مونتموریلونیت و زئولیت با کانی )Trametes versicolor( کالریورس
نـه  ، )8و  pH )5 ،6 ،7 چهار سـطح  شامل ها به ترتیبآزمایش. تصادفی با دو تکرار در شرایط آزمایشگاهی انجام شد

بر . بودند) روز 30و  20، 10، 5، 2، 1صفر، (و هفت سطح زمان انکوباسیون ) گرادیدرجه سانت 10-80و 4( سطح دمایی
دیده شد و با افـزایش   pH=5هاي بررسی شده در هاي کانیجذب آنزیم بر رویه اندازه، بالاترین پایه آزمایش نخست

pHدرجـه   20در دمـاي  ، بالاترین اندازه فعالیت نسبی براي لاکـاز آزاد  در آزمایش دوم. ، جذب آنزیمی کاهش یافت
شده بر جنبش سانتیگراد و براي لاکاز بیدرجه 4و  80شده بر مونتموریلونیت در دماهاي شجنب سانتیگراد، براي لاکاز بی

شده پایداري خوبی را در برابر دماهاي پایین و بالا نشان لاکاز بی جنبش. سانتیگراد بوددرجه 70و  4زئولیت در دماهاي 
شده بر مونتموریلونیت و زئولیت جنبش براي لاکاز بی) درصد 100(اندازه فعالیت نسبی  بالاتریندر آزمایش سوم، . داد

پیامـد  سـازي   جنـبش  ، بـی برپایه این پژوهش. روز دیده شد 5روز و براي لاکاز آزاد در زمان  20در زمان انکوباسیون 
  .ادفعالیت آنزیم لاکاز نشان دپایداري را بر  اي شایسته

  
  مونتموریلونیت و سازي، فعالیت، لاکاز جنبش پایداري، زئولیت، بی :هاي کلیديواژه
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  مقدمه
 رخـدادهاي خاك محیط پیچیده و پویـایی اسـت کـه    

هاي گونـاگون آن   زمان در بخشبخشی از شگرفی در هر 
ترکیـب  که میـان   واکنش هاییدر این میان، . دهد روي می

نگـاه  ، دهـد  مـی رخ  گونـاگون هاي آلی خاك و کانی هاي
هاي خـاك از  آنزیم. است کشیدهخود سوي را به  بسیاري

بسـیاري از  پروتئینـی هسـتند کـه     ترکیـب هـاي  مهمترین 
  . اندهبه بررسی آنها پرداختپژوهشگران 

گذشـته  هـاي  هایی که در سـال مهمترین آنزیم گروهاز 
ده است، کشیخود سوي را به  پژوهشگرانبسیاري از  نگاه

بیشتر این کارها . باشدمیجنبش شده  آزاد و بیآنزیم لاکاز 
هـا در اکسـید کـردن    ایـن آنـزیم  ویـژه  توانایی  وابسته به

و همچنین آلاینده گوناگونفنولی و غیر فنولی  هاي ترکیب
کاربرد در  براياست که آنها را  پایدارهاي محیطی بسیار 

ــدهاي  ــاگونفرآین ــیار   گون ــوژیکی بس ــتهبیوتکنول    شایس
کـارایی  ). 2006هـررا،  -کوتو و توکـا -ودریگزر(سازد می

هـاي  از بسـتره  ايه دگسـتر گـروه  آنـزیم لاکـاز بـر     بالاي
و توانــایی آن بــراي اکســید کــردن بســیاري از  گونــاگون

 ویـژه و برتـر  یک آنزیم نشان داده است که این ها،  آلاینده
پاکسازي خاك از علـف  و بهسازيبراي کاربرد در زیست

جیـا و همکـاران،   (است زیانبارها و مواد کشها، آفت کش
  .)2006هررا، -کوتو و توکا-رودریگز؛ 2012

ــیژن دي: فنـــلدي-EC 1.10.3.2 ،ρ(لاکازهـــا  اکسـ
گــروه  از، )2001فریــر و همکــاران،  ) (اکســیدورداکتاز

اکسیدازهاي چند از اکسیدازهاي آبی و بزرگترین زیرگروه 
لاکـاز  ). 2013فرناندز و همکـاران،  -فرناندز( هستندمسی 
کیلو ( KDa70نزدیکنزیم مونومري با وزن مولکولی آیک 
ایـن آنـزیم،   ). 2002پیونتک و همکاران، (باشد می) دالتن

 ماننـد آلـی   ترکیـب هـاي  اي از هدگسترگروه اکسیداسیون 
ها، پلـی لنها، آمینوففنلدي -ρو  -οها، فنل، فنلمتوکسی

، -ο- ،m دارايهـاي لیگنـین   ها و مولکولآمینپلیها، فنل
ρ- فریر ( دهدانجام میهاي رادیکالی را ها یا گونهکوئینون

بدون اینکه نیاز به پراکسید هیـدروژن  ) 2001و همکاران، 
کوفـاکتوري بـراي    گونـه سوبستراي همراه یا هـر   همانند

 آدوریسیو و همکاران،(خود داشته باشد فعالیت کاتالیتیکی
ــابراین). 2013 ــزیم  بن ــار آن ــژه از لاک ــاه وی در اي جایگ

کامـاررو و  (گنـین  همچون تجزیـه لی  گوناگونفرآیندهاي 
دیگـر   گونـاگون و یا فرآیندهاي محیطی  )2002همکاران، 

) 2010، مــاجئو و همکــاران، 2011ســرونه و همکــاران، (
همچنین، توانـایی ایـن آنـزیم در تجزیـه     . برخوردار باشد

بـراي  اي  شایسـته فنولی، لاکازها را ابزارهایی  ترکیب هاي
سخت تجزیه شونده و زیسـت بیگانـه    ترکیب هايتجزیه 

فرنانـدز و  -فرنانـدز (هـا سـاخته اسـت    در تیمار فاضلاب

قارچ  بدست آمده ازدر این راستا، لاکاز ). 2013همکاران، 
Trametes versicolorهـا در  آنـزیم ، یکی از پرکاربردترین

؛ 2011پلاگمن و همکاران، (باشد می وناگونگفرآیندهاي 
گو و ؛ 2008؛کورنیاواتی و نایسل، 2011کابنا و همکاران، 

لاکازهاي قارچی گزارش شده است که ). 2008همکاران، 
رنگدانه، تجزیـه   ساختتوانند داشته باشند سه کارکرد می

با لاکازها، ). 2006لوئرا و همکاران، (زدایی  زهرلیگنین و 
پذیري و اختصاصی بودن، کـه  فعالیت بالا، گزینش داشتن

امکان انجام فرآیندهاي شیمیایی پیچیده را تحـت شـرایط   
ــی     ــراهم م ــا ف ــراي آنه ــی ب ــگاهی و طبیع آورد، آزمایش

ــاي زیســـتی عـــالی بـــراي کاربردهـــاي      کاتالیزورهـ
ــوژیکی و محیطــی هســتند  ــاران، (بیوتکنول ــاتئو و همک م

 سـبب ها بـه  نزیمآاز این  گیري بهره، در برابر آنها). 2007
بـالایی   ساخت و فـراوري هاي پایداري پایین آنها و هزینه

اسـت   انـدك که دارند، همچنان براي کاربردهـاي عملـی   
 و )2007هیــو و همکــاران، ؛ 2009رکــوك و همکــاران، (

برخـی   سـبب ها در مقیاس صنعتی، بـه  از آنزیم گیري بهره
هاي ناشی از منشا زیستی آنها، همیشه آسان نیسـت  کمبود

  ). 2013آدوریسیو و همکاران، (
توانند به آسـانی در   ها قابل انحلال هستند و نمی آنزیم

آدوریسـیو و  ( رونـد  بکـار ، دوبـاره هـاي واکنشـی   چرخه
 pHدماهاي بالا،  در همچنین، آنها کاملاً). 2013همکاران، 

، زهريهاي آلی یا حلال-از کمک گیريبهرهبسیار زیاد یا 
در ایـن  ). 2013آدوریسـیو و همکـاران،   (ناپایدار هسـتند  

ــان،  ــبشمی ــی جن ــد برخــی از ســازي لاکازهــا مــی ب توان
 هايویژگیبهبود برخی از راه از  را ههاي یاد شد دشواري
ــزیم  ــرداردآن ــان ب ــاران، ( از می ــامننی و همک ). 2008کون

آن آنزیم به یـک تکیـه    پیوند ابسازي یک آنزیم  جنبش بی
از ). 2009آریکا و همکـاران،  (شود  می انجامگاه نامحلول 

توان افزایش پایـداري   سازي لاکاز می جنبش بی هاي برتري
ن در برابـر شـرایط افراطـی و    آ پایـداري دمـایی آنـزیم و   

فرنانــدز و -فرنانــدز(نمود را یــادواکنشــگرهاي شــیمیایی 
شـده   جنـبش  بی، لاکازهاي افزون بر آن). 2013همکاران، 

توانند به آسانی از محصولات واکنش جدا شـوند، کـه    می
دهد تا در فرآینـدهاي   ها این امکان را میاین امر به آنزیم

به کـار گرفتـه شـوند    دوباره راکتورهاي زیستی در پیوسته 
؛ 2008گیورگیـوا و همکـاران،   ؛ 2009آریکا و همکـاران،  (

سـازي   جنـبش  بی، فرآیندهاي در برابر آنها). 1998آرویو، 
سـاختاري آنـزیم، غیریکنـواختی     دگرگونی مایهتوانند  می

گاه جاذب و از دست دادن فعالیت آنها آنزیم بر روي تکیه
، این فرآیند راهی را براي به هر گونه). 1998آرویو، (شود 

ویژه آن کاربردهاي  برايآنزیم  هاي ویژگیسفارشی کردن 
  ). 2009کریجووسکا، (تواند باشد  می
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 بی جنـبش  یگوناگونهاي  روش بهنزیم لاکاز تاکنون آ
راه هـا، آنــزیم را از  برخـی از ایـن روش  در . شـده اسـت  

مرهـاي  هاي گوناگون مانند به دام انداختن در پلـی  سیستم
ــاگون ؛ 2013وانــگ و همکــاران، (هماننــد آلجینیــت  گون

کـه از پلـی   ، دنـدریمرها  )2010اوغلو و همکاران، پازارلی
) 2012کردوزو و همکـاران،  ) (PAMAM( 1)آمیدو آمین(

کنند، می گیريبهره) 2011اوغلو، اینال و پازارلی(یا ژلاتین 
پرووتو (ها همانند لیپوزوم گوناگونهاي سازي سیستمآماده

سـاوولاینن و همکـاران،   (ها ، میکروکپسول)2012و فوقه، 
ــوده ) 2011 ــا ت ــی داراي   ی ــاي آنزیم ــی ه ــال عرض  2اتص

)CLEAs) (  ،بـی جنـبش  ، )2010ماتیجوسیته و همکـاران 
بهره ، رفته است بکارهرچند، سیستمی که بیشتر . اندنموده
سازي  جنبش بیبراي  گوناگونهاي جذبی  گاه از تکیه گیري

). 2013آدوریسـیو و همکـاران،   (شـود   آنزیم را شامل مـی 
 ـ    ها ه گا تکیهگستره وسیعی از  بـی  راي وجـود دارنـد کـه ب

هاي آمبرلیت  مهرههمانند  ،اندشده يریبهره گسازي  جنبش
IR-120H ) ،ي آنزیمـی هاغشـا ) 2013اسپینلی و همکاران 

هـاي کربنـی اکسـیده و     ریزلولـه ، )2012چئا و همکاران، (
؛ تورتـولینی و  2012پارك و همکاران، (اکسیدهاي گرافن 

و  ویرتـانن (اسـتر  هاي سولفو پلی، رزین)2012همکاران، 
ژانـگ و همکـاران،   (هاي تبـادلی  ، رزین)2012همکاران، 

ــی  )2012 ــانوذرات مغناطیس ــاران،  (، ن ــان و همک کالک
هـاي  و کانی) a,b2010اوغلو و همکاران، ؛ بایرام2012

ــاگونرســی  ــاران، ( گون ــگ و همک ــا و ؛ 2013وان نیج
شـاتل  ؛ 1988لئونـووایز و همکـاران،   ؛ 1997همکاران، 

  .)1986ورث و بولاگ، 
کننـد کـه پایـداري     نتایج گزارش شده بیان مـی برخی 

برابر بهتر از  10-15 نزدیک ،سازي جنبش بی پدید آمده در
کـاراگوز و  ؛ 2011کابنا و همکـاران،  (نزیم محلول است آ

 ـنمیدرا). 2011همکاران،  ی رس ـي هـا  یهاوکـان  میآنـز  ان،ی
ــرهمکنش ــژهآنها،ي هــا وب ــارکرد وی  دگرگــونی در را اي ک
 خـاك  در بشـر  دسـت  سـاخت  ای یعیطبی آل ترکیب هاي

برهم  سرشت، به هر گونه. )2000 همکاران، و جاین( دارند
. روشن نیسـت  همچنان خاك هايبخشبا میآنزهاي  کنش

 بـه  توانـد مـی  ،یصـنعت  وي کشـاورز  گستردهي ها تیفعال
 درون بـه  جانـداران ي بـرا  زیانبـار  گوناگون مواد پیدایش

 ـیترک بیشـتر آنهـا   شوندکهی نیرزمیز و خاكي ها طیمح ی ب
 ـ پایـدار ي هـا  ازمولکول ). 1995 پوکلـوس، یلیف( باشـند یم

 ســتیزي نــدهایفرآ در ریزجانــداران کــارکرد بــر افــزون
 ـکلوئ هـم  و هـا  میآنز هم ،بهسازي  فعال،چـه ی نکـا ي دهای
 را اي کارایی ویـژه  توانندیم باهم، پیوند در چه و جداگانه

                                                
1  . Polyamidoamine 
2  . Cross-linked enzyme  aggregates  

 ـي هـا طیمح ـ و آلـوده ي هاخاك ازیی زدای آلودگ در ی آب
نچه کـه  به آ نگاهبا ). 2000 همکاران، و جاین( باشند داشته

سازي آنـزیم بی جنبشهاي انجام شده، و نیز پژوهش آمد
توانـد  جذبی، نه تنها مـی  هاي رویهلاکاز بر روي برخی از 

پایداري عملکردي و ماندگاري لاکاز را افزایش دهد، بلکه 
 ـپیاهاي این آنـزیم،  برخی ویژگی دگرگونیبا  تواندمی  دم

هاي بنابراین، تلاش. ها افزایش دهدآن را بر تجزیه آلاینده
است  انجام شدهسازي آنزیم لاکاز جنبش بیبسیاري براي 

  ).2013وانگ و همکاران، (
پایداري کم آنزیم  توجه بهو با  یاد شدآنچه که  پایهبر 

هاي پایدارتر، فعالیت  کاتالیزور نیاز به دستیابی بهمحلول و 
 تــرامتسگرفتــه شــده از قــارچ و پایــداري آنــزیم لاکــاز 

ــیکالر ــورت   )Trametes versicolor( ورس ــه ص آزاد و ب
هاي مونتموریلونیت و زئولیت شده بر روي کانی جنبش بی

 ،همچنین، از مهمترین اهـداف ایـن پـژوهش    .بررسی شد
مصـارفی  جهت کـاربرد در   لاکاز  غیرمتحرك سازي آنزیم

  .بود آلی هاي پالایش خاك از آلایندهچون 
  هامواد و روش

گرفتـه شـده از قـارچ    فعالیت و پایداري آنزیم لاکـاز  
آزاد و  )Trametes versicolor( تـــرامتس ورســـیکالر  

هــاي مونتموریلونیــت و  شــده بــر روي کــانی جنــبش بـی 
. بررسی شدهاي جداگانه از آزمایش بهره گیريزئولیت، با 

 گرفته شده از نابم لاکاز یآنز ها،انجام این آزمایشبراي 
T.versicolor ،EC. 1.10.3.2،  با کارایی ویژه بیش ازU10 
 ـات-3(س ینـوب یآز-2و2 ،)پـودري (جامـد  بر میلی گرم  لی

ــبنزوت ــولفون-6-نیازولی ــان)  ABTS( 3)دیک اســیس یو ک
-m2/g270رویه ویـژه  با ) پودر شده( نابت یلونیمونتمور

شرکت سـازنده مـواد شـیمیایی سـیگما آلـدریچ      ، از 220
اي تا اندازه ت معدن سمنانیزئول یکان. خریداري گردیدند

شـد و   خریـداري ، از شرکت کهربـا در شـهر تهـران    ناب
هـر دو  از  SEM4تصـاویر  . اب گردیـد یسپس خرد و آس ـ

در آزمایشگاه مرکزي دانشگاه فردوسـی   بررسی شدهکانی 
  .شد آمادهمشهد 

ــی ــاز بــر رو یآنــز ســازي جنــبش ب  يهــایکــان يم لاک
  هاي گوناگونpHمونتموریلونیت و زئولیت در 

م یآنـز هاي گونـاگون بـر جـذب    pHبررسی اثر  براي
هاي مونتموریلونیت و زئولیت، کمـپلکس لاکاز روي کانی

ــاز ــانی رســی در -هــاي لاک ــاگون pHک ــادههــاي گون  آم
رو و همکاران یروش روج برپایهسازي جنبش بی. گردیدند

 يهـا یکـان  يبـر رو ) 1994(نفردا و بولاگ یو جا) 1989(
                                                

3  . 2,2' -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 
acid) 

4  . Scanning Electron Microscopy 
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 200 ،در ایـن کـار  . ت انجـام شـد  یت و زئولیلونیمونتمور
لیتر  میلی 5با گراد یدرجه سانت 45 يدر دما یگرم کان یلیم

شـد و   تکـان داده ساعت  2نرمال به مدت  HNO3 5/0از 
فوژ شده و بـا آب مقطـر شسـته    یسانتر g13000سپس در 

 ـیم 5خنثـی،   pHپس از رسیدن محلول رویی بـه  . شد  یل
 ـنـو پروپ یآم-3تر از یل  ـز یاتوکس ـ يل تـر ی درصـد   2لان ی

 ـبـه آن افـزوده شـد و ا    نـاب ساخته شـده در اسـتون    ن ی
تکان گراد یدرجه سانت 45 يک شب در دمایون یسوسپانس
 5جامد بـا  فوژ شدند و فاز یها سانترسپس نمونه. داده شد

 ـتر از محلول گلوتارآلدهیل یلیم  1/0درصـد در بـافر    5د ی
 5هاي بـالاتر از  pHاستات سدیم و  5معادل با  pH(مولار 

 )8و  7، 6، 5هـاي  pH( بررسی شدهpHبا  )فسفات سدیم
بـه دام افتـاده،    يهوا يهاحباببراي زدودن مار شده و یت

 1 ايبـر اتـاق   يشـد و در دمـا   گذاشتهکاتور خلا یدر دس
    .دیگرد يساعت نگهدار

گلوتارآلدهید ترکیبی بسیار عالی براي اتصال عرضـی  
بـه حـل نشـدن و مانـدگاري     معرفی شده است که منجـر 

، تثبیـت سـاختار سـلولی    ترکیبات پروتئینی شده و نسـبتاً 
در عین حـال، فعالیـت   . شود بدون تغییر شکل را منجر می

حبیـب و  (گـردد   آنزیمی به نحو قابل تـوجهی حفـظ مـی   
ــو،  ــگلوتارآلده). 1968هیراموت ــقاز  آزادد ی ــار  2 طری ب
 ـتـر از هـر   یل یلیم 5شستشو با  ک از آب مقطـر و بـافر   ی

هـاي  pHلیتر محلـول بـافر بـا    دو میلی. زدوده شدفسفات 
معلق تیمار شده  م به رسیگرم آنزمیلی 1 داراي یآزمایش

در  سـاعت  24 برايون ین سوسپانسیا. افزوده شددر بافر 
راه از  یشـد و کـان   تکـان داده  سـانتیگراد  درجـه  25دماي 
کـه در   یافت و با بافر شسته شـد تـا زمـان   یفوژ بازیسانتر

نمونه دوباره. دیده نشدت لاکاز یشستشو، فعال يهامحلول
 4در دمـاي   گیـري  بهـره ها در بافر معلق شده و تـا زمـان   

 ).2002آن و همکـاران،  (شدند  يگراد نگهداریدرجه سانت
ها از تفاوت  کانی هاي رویهبر  فعال شده پیوندمقدار لاکاز 

 با فعالیت در محلول رویی یبین مقدار فعالیت اولیه آنزیم
ي و لا(آمد  هر نمونه آزمایشی به دستها در  سوسپانسیون

سـاس  ادرصـد فعالیـت نسـبی نیـز بـر       ).2013همکاران، 
شده در تیمارهاي مختلف نسبت  گیري اندازه نسبی فعالیت

تیمـار   ره ـ در گیـري شـده   انـدازه  بیشینه نسبی فعالیتبه 
فعالیت نسبی نیز مطابق معادله زیر به دسـت   .سنجیده شد

  :آمد
A ൫U L-1൯=

∆EVt

0.036Vs
 

  
برابـر بـا فعالیـت آنزیمـی     ) ونیتی( Uدر این معادله، 

م یت لاکاز عبارت است از اندازه آنـز یت از فعالیونیک ی(
، )قـه یدر دق ABTSکرومول یم یکد کردن یاکس يلازم برا

EΔ      ،برابر با افـزایش جـذب در هـر دقیقـهVt  وVs   بـه
میلـی  (در کـوت  و حجم نمونـه  برابر با حجم کل ترتیب 

لیتر بـر مـول    36000برابر با ) 420є(ضریب جذب  و )لیتر
  .باشد در سانتیمتر می

هاي لاکاز آزاد و جذب شده بر پایداري آنزیم بررسی
  هاکانی رویه هاي

هـاي لاکـاز آزاد و جـذب    بررسی پایداري آنزیم رايب
نـه  یط بهی، با در نظر گرفتن شراجداگانهشده، دو آزمایش 

در سـه تکـرار    یتصـادف  ن شده، در قالب طرح کـاملاً ییتع
رو و ی ـروش روج برپایهسازي آنزیم   بی جنبش. انجام شد
انجام شـد؛  ) 1994(نفردا و بولاگ یو جا) 1989(همکاران 

 يفاکتورهـا  پیامد. گردید پیش یادکه در بخش  اي گونهبه 
 10-80و 4( ییب شامل نه سـطح دمـا  یکه به ترت یشیآزما

صـفر،  (ون یو هفت سطح زمان انکوباس ـ) گرادیدرجه سانت
م آزاد و یت آنزیبودند، بر فعال) روز 30و  20، 10، 5، 2، 1

در ، تی ـت و زئولیلونیمونتمور یشده در دو کان  جنبش بی
لازم به ذکر اسـت کـه    .ندبررسی شددو آزمایش جداگانه 

هاي ذکر شـده،   براي انجام آزمایش رس-ي آنزیمهانمونه
در  نهـا آدر داخل بافر نگهداري شدند و محـل نگهـداري   

 4داخل یخچال و دمـاي  ) زمان انکوباسیون(آزمایش سوم 
هـاي   هـا، نمونـه   براي تمامی آزمـایش  .سانتیگراد بود درجه

  .نیز در نظر گرفته شد) فاقد رس(محتوي آنزیم لاکاز آزاد 
  م لاکاز یت آنزیفعال يریگاندازه

اتـاق بـا    يشده در دما بی جنبشت لاکاز آزاد و یفعال
لیــات-3(س ینــوبیآز-2وABTS )2از بســتره  گیــريبهــره
ــو و (ن شــد یــیتع)) دیک اســیســولفون-6-نیازولیــبنزوت ل

 ـیم یـک واکنش بـا افـزودن   ). 2007همکاران،  تـر از  یل یل
ABTSمـولار   1/0مولار به مقدارمناسب از بـافر   یلیم یک

بـی  بهینـه بـراي لاکـاز آزاد یـا      pHبا (فسفات یا استات 
ا یاز لاکاز آزاد  اياندازه ویژهداراي که خود ) شده جنبش

بـی  لاکـاز آزاد و   مقـدار . شده بود، آغاز گردید بی جنبش
انتخـاب شـد کـه جـذب محصـول       يشده به نحو جنبش

بهـره  دستگاه اسپکتروفوتومتر مورد  یواکنش در دامنه خط
قــرار ) WPA S2000UV/Visمــدل (ش یدر آزمــا گیــري

ــگ ــزا ABTSون یداســیاکس. ردی ــا اف  420ش جــذب در یب
لازم به ذکر است که مدت زمـان انجـام   . نانومتر دنبال شد
هـر دو   ينمونه شـاهد بـرا  . دقیقه بود 10واکنش آنزیمی 

از  یکسـان یر یمقـاد  يشده، محتـو  بی جنبشم آزاد و یآنز
لاکـاز  . بـود  گرمـا تحت ) دناتوره شده(لاکاز طبع برگشته 

 100آزاد در م یجوشاندن آنـز راه ، از گرمادناتوره شده در 
  .بدست آمدقه یدق 10 برايگراد یدرجه سانت
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از نرم افزار  گیريبهرهش با یآزما بدست آمده ازج ینتا
از  گیـري بهـره ها با  ن دادهیانگیز و میآنال MSTATCيآمار

  . سه گردیدندیدانکن مقا ياآزمون چند دامنه
  نتایج و بحث

زئولیــت و   هــاي کــانی  آمــاده کــردن بــه دنبــال  
مونتموریلونیت و پس از خرد کردن کانی زئولیت، تصاویر 

از  گیـري بهـره بـا   بررسـی شـده  هاي میکروسکوپی نمونه
. نـد گردید آمـاده ) SEM( 1میکروسکوپ الکترونی روبشی

به ترتیـب تصـاویر میکروسـکوپی    B-1و  A-1هاي شکل
پس . دهندهاي زئولیت و مونتموریلونیت را نشان میکانی

هاي اندازه ذرات کانی بازه، بررسی شدههاي آنالیز کانیاز 
میکرومتر بـه دسـت    10زئولیت و مونتموریلونیت کمتر از 

و در این بین، ذرات کانی مونتموریلونیت نسـبت بـه    آمد
  .زئولیت، اندکی ریزتر بودند

بررسی برهم در ها پژوهشدر بسیاري از  از آنجایی که
بکار بزرگتر نیز  اندازهبا  هايدانهکنش آنزیم و کانی رسی، 

 بـازه در  بررسی شدههاي کانی دانه، بنابراین اندازه اندرفته
نمونـه مـی   بـراي . بودند هابررسیبراي این گونه  شایسته

پیرامون برهم )1979(مک بول و اتو  هاي پژوهش ازتوان 
هاي رسـی مونتموریلونیـت،   کنش فسفاتاز اسیدي با کانی

کـانی  هايدانهاندازه  بازهآنها . یاد کردایلیت و کائولینیت 
میکرومتر  63را کوچکتر از  بررسیدر این  بکار رفتههاي 

  .گزارش نمودند
هــاي بــر انـدازه جــذب آنــزیم لاکـاز روي کــانی   pHاثـر  

  مونتموریلونیت و زئولیت 
هـاي  ، اندازه جـذب آنـزیم لاکـاز بـر رویـه      1جدول 

ــانی ــت را در   ک ــت و مونتموریلونی ــاي زئولی ــاي pHه ه
بیشترین انـدازه جـذب آنـزیم بـر     . دهد گوناگون نشان می

دیـده شـد کـه تفـاوت      pH=5هاي هـر دو کـانی در   رویه
نشـان داد و   pHداري را با سـایر رویـه هـاي   آماري معنی

سـازي آنـزیم    بهینه جهت بی جنبش pHبنابراین به عنوان 
گیـري  ما و زمان انکوباسیون مـورد بهـره  دهاي  در آزمایش
هـاي بررسـی شـده، کـانی      بـا مقایسـه کـانی   . قرار گرفت

 61/64مونتموریلونیت با اندازه جذب آنزیمـی معـادل بـا    
 درصد، بیشترین اندازه جذب را دارا بود کـه ایـن انـدازه   

. درصد بیشتر از جذب در کانی زئولیت بود 63/27نزدیک 
ده در ایـن زمینـه نیـز مقـادیر     هاي مشابه انجام شپژوهش

گوناگون جذب آنزیم، تحت شرایط گوناگون آزمایش، از 
و یـا کـاربرد انـواع گونـاگون      pHجمله مقـادیر متفـاوت   

در این راستا، جـاینفردا و بـولاگ   . اندجاذب را نشان داده
گـرم  میلـی  88/0، پـس از کـاربرد   در یک بررسی) 1994(

                                                
1. Scanning Electron Microscope 

ــاز   ــزیم لاکـ ــت   )Trametesversicolor(آنـ ــه جهـ اولیـ
گرم از هر یک از چهـار  میلی 200سازي بر روي  جنبش بی

، مونتموریلونیت، کائولینیـت و  2گلس بیدزگاه جاذب تکیه
، مقادیر گوناگون جـذب آنـزیم بـر رویـه     pH=7خاك در 
بر پایه نتایج آنها به ترتیب . ها را گزارش نمودندنگهدارنده

بکار برده شده، بر درصد از آنزیم لاکاز  73و  64، 71، 56
هاي گلس بیدز، مونتموریلونیت، کائولینیت و روي جاذب

  .خاك جذب شد
  1همچنین، از نکات جالب توجه که بـر پایـه جـدول   

جـذب آنـزیم لاکـاز بـر روي      نبود، از آن یاد کردتوان می
توانـد ناشـی از   این امر مـی . باشدمی pH=8ها، در  جاذب

تـوان بـه    این دلایل مـی از مهمترین . دلایل گوناگون باشد
سـازي آنـزیم    جنـبش  گیري از گلوتارآلدهید جهت بی بهره

سازي به وسیله پیوند کـوالانس بـه    بی جنبش. اشاره نمود
گیـري از گلوتارآلدهیـد،    جاذب نامحلول در آب، بـا بهـره  

ها ترین روش اتصال آنزیم به این جاذب ترین و ملایم ساده
 بی جنبشآلدهید جهت باشد و واکنش آنزیم با گلوتارمی

؛ حبیـب  1974ویتال، (است  pHشدن، فرآیندي وابسته به 
مطالعات انجام شده در این زمینه نیـز  ). 1968و هیراموتو، 

در این راستا، جانسن و همکاران . موید این مطلب هستند
بـراي   pHاي نشان دادنـد کـه مقـادیر    طی مطالعه) 1971(

هاي د، براي آنزیمسازي سریع توسط گلوتارآلدهی نامحلول
، تقریبـا  )EC 3.4.22.2(و پاپایین ) EC3.2.1.17(لیزوزیم 

ها بـود؛ درحالیکـه   این پروتئین 3مشابه نقاط ایزوالکتریک
 EC(سـرعت ایــن فرآینــد بـراي آنــزیم کایموتریپســین   

بیشترین اندازه بود که این انـدازه   pH=2/6در ) 3.4.21.1
با ). PI=6/8(داشت  زیر نقطه ایزوالکتریک این آنزیم قرار

توجه به اینکه نقطـه ایزوالکتریـک لاکازهـاي قـارچی در     
، علـت عـدم   )2009له، مداوي و له(قرار دارد  3-7گستره 

توان به می را احتمالاً pH=8مشاهده جذب آنزیم لاکاز در 
ــن     ــودن ای ــدوده ب ــتره نقــاط   pHخــارج از مح از گس

م در ایزوالکتریک آنـزیم لاکـاز و عـدم جـذب ایـن آنـزی      
pHنیز طـی  ) 2013(نال و کولانکایا یا. هاي بالا نسبت داد

سـازي لاکـاز    اي به بررسی شرایط بهینه بی جنـبش مطالعه
)Trametesversicolor(  ــا ــرهب ــت   مه ــدیم آلجینی ــاي س ه

آنها مشاهده نمودند که فعالیت نسبی آنـزیم بـا   . پرداختند
 pH، افزایش یافت و با افزایش 3-5/4در بازه  pHافزایش 
سـازي   جنبش ، فعالیت آنزیم و نیز درصد بی5-10در بازه 

  .کاهش یافت
  

                                                
2. Glass beads 
3  . Isoelectric Point (IP) 
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  )B(و مونتموریلونیت ) A(از ذرات کانی زئولیت  SEMتصویر  - 1شکل 

  
  هاي مونتموریلونیت و زئولیتبر روي کانی) Trametesversicolor(سازي آنزیم لاکاز بی جنبش- 1جدول 

  گرم آنزیم لاکاز اولیهمیلیاز یک ) درصد(آنزیم جذب شده   نوع کانی
5=pH SD  6=pH SD  7=pH SD  8=pH 

  -  a61/64  1/0 b30/40  5/0 c33/35  7/0  مونتموریلونیت
  -  A76/46  23/1 B72/36  26/0 C47/5  91/1  زئولیت

  )≥05/0p() باشدها میحروف بزرگ و کوچک نشان دهنده مقایسه آماري جداگانه بین کانی( *
** SD : ها دادهانحراف معیار  

  
اثر دماي انکوباسیون بر فعالیت آنزیم لاکاز آزاد و جذب 

  شده 
انکوباسیون بر فعالیت آنزیم لاکاز  گوناگوناثر دماهاي 

هـاي زئولیـت و   کـانی  رویه هايشده بر  جنبش بیآزاد و 
 بـر پایـه  . نشان داده شده است 2مونتموریلونیت در شکل 

شـده، در   جنـبش  بـی لاکـاز آزاد و   یشکل، فعالیت آنزیم
و ) درجه سانتیگراد10-80و  4( بررسی شدهگستره دمایی 

. ، وابستگی دمایی قابل تـوجهی را نشـان داد  بهینه pHدر 
ه براي دیده شد فعالیت نسبی اندازهمطابق شکل، بالاترین 

 100(درجه سـانتیگراد   20آنزیم لاکاز آزاد متعلق به دماي 
همچنین، بالاترین فعالیت نسبی بـراي لاکـاز   . بود) درصد

 4و  80 يشده بر کانی مونتموریلونیت، در دماها جنبش بی
و بـراي  ) درصد 97/80و  100به ترتیب (درجه سانتیگراد 

درجـه   70و  4شده بر زئولیـت در دمـاي    جنبش بیلاکاز 
ــد) درصــد 96/67و  100(ســانتیگراد  ــا . مشــاهده گردی ب

  شـده، بـه نظـر     جنبش بیلاکازهاي  درمودارهاي مقایسه ن
رسد که این آنـزیم در ابتـدا و انتهـاي گسـتره دمـایی      می

  از فعالیت نسبی ) دماهاي بسیار بالا و پایین( ررسی شدهـب
  

  
  
  

امـا اینکـه   . بالاتر و بنابراین پایداري خوبی برخوردار بود
 جنـبش  براي لاکاز بـی بالاترین فعالیت نسبی دماهاي چرا 

شده بر کانی مونتموریلونیت و زئولیـت بـا هـم متفـاوت     
 ،احتمـالاً . توانـد بنـابر دلایـل گونـاگونی باشـد      می ،بودند

، اندازه ذرات، شکل سـاختمانی  کانینوع عواملی همچون 
به پیش تیمارها قبل از اتصـال   ها کانیکانی و حتی پاسخ 

  .ثیر گذار باشندأتوانند ت، میآنزیم
هاي شده نیز حاکی از پایداريهاي انجام پژوهش

شده، بسته به شرایط  جنبش لاکاز بیدمایی گوناگون آنزیم
براي . باشدآزمایش از جمله منبع آنزیم و نوع جاذب می

با بررسی ویژگی هاي ) 2010(نمونه، سینگ و همکاران 
بی جنبش شده بر غشاي ) γ-proteobacterium JB(لاکاز 

فعالیت آنزیم بی جنبش شده  نیتروسلولز، دماي بهینه براي
همچنین، پژوهش . درجه سانتیگراد گزارش نمودند 55را 

شده بر غشاهاي  جنبش آنها نشان داد که لاکاز بی
درجه سانتیگراد براي سه  4-30نیتروسلولز، در بازه دمایی 

  .در صد پایدار بود 100ماه، 
   

A B 
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  هاي مونتموریلونیتشده روي کانی جنبش بیو ) Free-Lac(بر فعالیت آنزیم لاکاز آزاد  گوناگوناثر دماهاي انکویاسیون  - 2شکل 

)Mont-Lac ( و زئولیت)Zeo-Lac( 
 

ــاران  ــو و همک ــه ) 2007(هی ــام مطالع ــا انج ــز ب   اي نی
ــه ــاز  مقایس ــون لاک ــی ) Trametesversicolor(اي پیرام ب

سیلیس مزوپـور شـش ضـلعی     يشده بر ذرات نانو جنبش
)SBA-15 (بـی  نیت، مشـاهده نمودنـد کـه لاکـاز     و کائولی

ــزیم  جنــبش ــا آن ــانو در مقایســه ب ــر ذرات ن هــاي شــده ب
شده بر کائولینیت، فعالیت آنزیمی بـالاتري را در   جنبش بی

نشـان  ) ددرجـه سـانتیگرا   25-35(تـر  دماهاي نسبتا پایین
دادند، اما به طور کلی، دماهاي بهینه جهت فعالیت نسـبی  

-50شده در گستره  جنبش بیبیشینه براي تمامی لاکازهاي 
هیـو و همکـاران    بر پایـه . درجه سانتیگراد قرار داشت 45

، اتصال کووالانسی منجر به الحاق آنزیم بـه درون  )2007(
کوچکتر  در این راستا، هر چه ذرات. شودماتریس رس می

باشند، توانایی آنها بـراي پیونـد بـا آنـزیم و کـاهش اثـر       
هیـو و همکـاران،   (محـدودیت پخشـیدگی، بیشـتر اسـت     

. تواند بر پایداري دمایی آنها بیفزایـد  میامر و این ) 2007
، کـاهش فعالیـت   )2005(جیانگ و همکـاران   بر پایهآنها 

ه متاثر از دما را به عـدم پایـداري آنـزیم    دیده شدآنزیمی 
شده تحت شرایط دمایی اعمال شـده و بنـابراین    جنبش بی

بر از طرفی، . کاهش توانایی کاتالیزوري آنزیم نسبت دادند
، پایداري دمایی )2003(مطالعات ستینوس و اوزتوپ  پایه

تواند آنزیم آزاد میدر برابر شده  جنبش بیهاي بالاي آنزیم
ــی ا ــافناش ــاهش انعط ــزیم   ز ک ــاختاري در آن ــذیري س پ

نیز با مطالعه آنـزیم  ) 1973(گلدستین . شده باشد جنبش بی
آز، پایداري بالاي آنزیم جذب شده در دماهاي بالا را اوره

ناشی از جلوگیري احتمالی از هضم خود به خودي آنزیم 
گلدسـتین،  ؛ 1997آنیتـا و همکـاران،   (جذب شده دانست 

جالب توجـه کـه از مطالعـات صـورت     از نکات ). 1973
توان به افـزایش  گرفته در این زمینه قابل دریافت است می

آز، فسـفاتاز  هـا از جملـه اوره  احتمالی میزان جذب آنزیم

هـاي رسـی، بـا    کـانی  رویـه قلیایی و فسفاتاز اسیدي بـر  
). 1982طرفــدار و چانکــار، (افــزایش دمــا اشــاره نمــود 
عوامل افزایش فعالیت نسـبی   بنابراین، شاید بتوان یکی از

ها در دماهاي بالا را آنزیم لاکاز جذب شده بر روي جاذب
ها به سبب کانی رویهبه وجود مقادیر بیشتر آنزیم فعال در 

 .افزایش میزان جذب آنزیم در چنین شـرایطی نسـبت داد  
 2لازم به ذکر است که نوسانات مشـاهده شـده در شـکل    

 ـ بهبـود یـا زوال سـاختار    ه می تواند امور مختلفی از جمل
را در محـیط  ) به ویژه در مورد آنـزیم لاکـاز آزاد  (آنزیمی 

ــده آن،  ــف دربرگیرن ــاي مختل ــددر دماه ــر نمای در . درگی
حقیقت، برهمکنش عواملی چون افزایش پایـداري آنـزیم   
در دماهاي بالا و پایین، افزایش احتمالی جذب آنـزیم بـر   

غییر سـاختار آنزیمـی   ها با افزایش دما و نیز ت سطوح کانی
  .تواند منجر به این نوسانات گردد بسته به دما می

اثر زمان انکوباسیون بر فعالیت آنزیم لاکاز آزاد و جـذب  
  شده 

انکوباسیون را بر  گوناگونهاي اثر زمان 3شکل 
کانی هاي رویهشده بر  جنبش بیفعالیت آنزیم لاکاز آزاد و 

درجه  4در دماي  هاي زئولیت و مونتموریلونیت
  از نکات جالب توجهی که . دهدنشان می سانتیگراد

توان بدان اشاره نمود این است که بیشترین فعالیت می
هاي زمان دره براي آنزیم لاکاز آزاد دیده شدآنزیمی 

روز  20و ) درصد 4/86( 10، )درصد 100( 5انکوباسیون 
کانی  یهروشده بر  جنبش بیهاي ، براي آنزیم)درصد 3/82(

 0/99( 10هاي انکوباسیون زمان درمونتموریلونیت 
بی هاي و براي آنزیم) درصد 100(روز  20و ) درصد
 20زمان انکوباسیون  درکانی زئولیت  رویهشده بر  جنبش
در حقیقت، با گذشت زمان، . بود) درصد 100(روز 

فعالیت آنزیمی افزایش را نشان داد که این افزایش براي 

٠
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ها در بازه زمانی رویه نگهدارندهشده بر  جنبشبی لاکاز 
لازم به ذکر است که آنزیم . روز کاملا مشهود بود 20-2

 30شده، در زمان  جنبش بیلاکاز در هر دو حالت آزاد و 
روز انکوباسیون، با افت شدید فعالیت مواجه گردید به 

ه در این زمان، دیده شدفعالیت نسبی  اندازهنحوي که 
هاي کانی رویه هايشده بر  بی جنبشبراي لاکاز آزاد و 

و صفر  6/9، 0/13مونتموریلونیت و زئولیت به ترتیب 
هاي لاکاز آزاد و با مقایسه فعالیت نسبی آنزیم. درصد بود
، بررسی شدههاي انکوباسیون شده در زمان بی جنبش

زئولیت در شده بر  جنبش بیفعالیت آنزیم لاکاز  اندازه
فعالیت آنزیم  اندازهروز و  20و  1هاي انکوباسیون زمان

هاي انکوباسیون شده بر مونتموریلونیت در زمان جنبش بی

روز بیشتر از آنزیم لاکاز آزاد مشاهده  20و  10، 2، 1
رسد که کانی مونتموریلونیت در حفظ به نظر می. گردید

عمل کرده  شده، بهتر از زئولیت جنبش بیفعالیت لاکاز 
هاي انجام شده، پایداري افزایش پژوهش بر پایه. است

تواند به دلیل ممانعت از  شده می جنبش بییافته در لاکاز 
نوآرایی ساختاري و انعطاف پذیري کمتر آنزیم 

شده باشد که هر دوي این عوامل ناشی از اتصال  جنبش بی
برندي و همکاران، (باشد  اي به جاذب میچند نقطه

از گلوتارآلدهید، بهبود در  گیري بهرههمچنین، ). 2006
پایداري عملکردي آنزیم و پایداري در برابر عوامل 

ریکاچ و (شود را سبب می) طبع برگشتگی(دناتوره کننده 
 ).2009همکاران، 

 

  
 هايشده روي کانی جنبش بیو )Free-Lac(بر فعالیت آنزیم لاکاز آزاد  گوناگونهاي انکوباسیون اثر زمان -3شکل 

 سانتیگراد درجه 4در دماي  )Zeo-Lac(و زئولیت ) Mont-Lac(مونتموریلونیت 
 

هاي گوناگونی در این زمینه با در نظر گـرفتن  پژوهش
انکوباسـیون  هـاي  شرایط آزمایشی متنـوع همچـون زمـان   

. اند که نتایج آنها در خور توجه هستندمتفاوت انجام شده
، فعالیـت لاکـاز   )2013(در این راستا، وانـگ و همکـاران   

مونتموریلونیت را  -TiO2شده بر کمپلکس هاي  جنبش بی
شـده   جنبش بیآنها پایداري آنزیم . مورد بررسی قرار دادند

ــاي  ، در فواصــل pH=5/4درجــه ســانتیگراد و  4را در دم
 بـر پایـه  . قـرار دادنـد   بررسی شدهروز  26زمانی منظم تا 

شـده   جنبش بینتایج آنها، فعالیت نسبی آنزیم لاکاز آزاد و 
مونتموریلونیـت و   -TiO2هاي مونتموریلونیـت،   بر جاذب
TiO2800-  مونتموریلونیــــت)TiO2-  مونتموریلونیــــت

یش بـا افـزا  ) درجـه سـانتیگراد   800کلسینه شده در دماي 
با اینحال، آنهـا مانـدگاري   . زمان انکوباسیون کاهش یافت

 -TiO2شـده بـر مونتموریلونیـت،     جنبش بیفعالیت آنزیم 
مونتموریلونیــت را پــس از  -TiO2800مونتموریلونیـت و  

، بـه  و در دماي اتـاق  روز از زمان انکوباسیون 20گذشت 

ــب  ــد  27و  21، 45ترتی ــزارش نمودن ــد گ ــی و . درص ل
نیز با در نظر گرفتن بازه زمانی صفر تـا  ) 2015(همکاران 

شـده بـر    جنـبش  بیروز، تغییرات فعالیت نسبی لاکاز  100
جدیـد را در   ZnO/SiO2یک جاذب نانو کامپوزیت شـده  

 بر پایـه . درجه سانتیگراد مورد بررسی قرار دادند 25دماي 
 سازي لاکاز بر روي این جاذب، تقریباً جنبش بینتایج آنها، 

درصد فعالیت اولیه آن را پس از سه مـاه انکوباسـیون    80
اي نیز طی مطالعـه ) 2014(میسائو و همکاران . حفظ نمود

هـاي   مهـره سـازي اینولینـاز تجـاري بـر      جنبش بیپیرامون 
ثیر زمان انکوباسیون را نیز بر فعالیت أکیتوزان، ت-آلجینیت

 پایه بر. شده مورد بررسی قرار دادند جنبش بینسبی آنزیم 
درصـد از   76شـده بـیش از    جنـبش  بـی نتایج آنها، آنـزیم  

آنها . روز در دماي اتاق حفظ نمود 6 برايفعالیت خود را 
توانست در دماهـاي  اظهار کردند که این حفظ فعالیت می

. درجـه سـانتیگراد، بهبـود یابـد     4-5تر، براي مثـال  پایین
 شده عملاً جنبش بیهمچنین، نتایج آنها نشان داد که آنزیم 
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روز در دمـاي اتـاق از    20تمام فعالیـت خـود را پـس از    
  . درصد بود 20دست داد و فعالیت نسبی آن تنها 

  گیرينتیجه
ایـن پـژوهش، عوامـل     بدسـت آمـده از  نتایج  بر پایه

سـازي یـک    جنبش بیدر حین  pHاندازههمچون  گوناگون
جـذب آن بـر    انـدازه توانند بر پروتئین از جمله آنزیم می

مشاهدات مبتنی بـر ایـن   . اثر بگذارند گوناگون رویه هاي
 هاي رویهنزیم لاکاز بر آپژوهش حاکی از جذب حداکثري 

نتـایج  . بـود  pH=5دو کانی مونتموریلونیت و زئولیـت در  
آنـزیم   گونـاگون این پـژوهش، رفتارهـاي    بدست آمده از

مونتموریلونیـت و   هـاي  رویهلاکاز پس از جذب شدن بر 
بالاترین . نیز تحت شرایط آزمایشی نشان دادندزئولیت را 

درجـه سـانتیگراد    20زاد در دمـاي  آفعالیت آنـزیم   اندازه
نزیم جذب آفعالیت بیشینه براي  يدرحالیکه دما دیده شد
و براي زئولیت  4و  80کانی مونتموریلونیت  رویهشده بر 

سـازي   جنبش بیدر حقیقت، . درجه سانتیگراد بود 70و  4
دماهاي بسیار بالا و در برابر نزیم آبه افزایش پایداري منجر

شـده تـا    جنبش بیهاي آزاد و همچنین، آنزیم. پایین گشت
روز فعالیت خـود را حفـظ نمودنـد و در مـورد      20زمان 

ــازه  جنــبش بــیهــاي نــزیمآ ــت در ب شــده، افــزایش فعالی
با توجه به نتایج این پژوهش . روز مشهود بود 2-20زمانی

، بهسـازي  در زیسـت  توجه بـه اهمیـت آنـزیم لاکـاز    با و 
سـازي مـی توانـد چشـم انـداز خـوبی را بـر         جنـبش  بـی 
از ایـن آنـزیم در آلـودگی زدایـی، بـا صـرفه        گیـري  بهره

که این خود یکی از اهدف اصلی انجـام   اقتصادي بگشاید
  .این پژوهش بود
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Abstract 

Laccase is among the most important enzymes that has attracted much attention 
in the field of bioremediation in recent years, due to its ability to oxidize 
various compounds and persistent environmental pollutants. Since free from of 
Laccase has low operational stability with high cost of production, there are 
some limitations on the commercial applications in industrial and 
environmental biotechnology. In this regard, immobilization of such enzymes 
on absorbent surfaces can be a good way to increase stability and operational 
life of the enzyme. In order to examine the interactions between Laccase 
(Trametes versicolor) with Montmorillonite and zeolite minerals, three different 
experiments were done separately in a completely randomized design with two 
replications in vitro conditions. Experiments were included four levels of pH (5, 
6, 7 and 8),  nine levels of temperature (4 °C and 10-80 °C) and seven levels of 
incubation time (0, 1, 2, 5, 10, 20 and 30 days), respectively. Based on the 
results, the highest enzyme adsorption on the surface of studied minerals was 
observed in pH=5 and enzyme absorption decreased with increasing pH. 
Furthermore, the highest relative activities were obtained for free Laccase at 20 
°C, for immobilized Laccase on Montmorillonite at 80 and 4 °C and for 
immobilized Laccase on zeolite at 4 and 70 °C. Immobilized Laccase showed a 
remarkable stability to low and high temperatures. Maximum relative activity 
(100%) for immobilized Laccase on Montmorillonite and zeolite was observed 
in 20th day of incubation time and for free Laccase in 5th day of incubation time. 
Indeed, immobilization indicated a proper effect on Laccase enzyme activity 
retention.  
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