
 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران
 بیولوژی و بیوتکنولوژی خاکمحور مقاله:            6936شهريور  8تا  6

 

6 

 

( Trametes versicolorهای سینتیکی آنزیم لاکاز گرفته شده از قارچ ترامتس ورسیکالر )گیژمطالعه وی

 های مونتموریلونیت و زئولیتدر حضور کانی

 نیاحديثه رحمانی، امیر لکزيان، علیرضا کريمی و اکرم حلاج

گروه علوم خاک، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد:  ، استاد، دانشیار و استادياردانشجوی دکتریبه ترتیب 
ha.rahmani@stu.um.ac.ir 

 چکیده

اصلاح ها اخیرا توجهات زيادی را در زمینه هايی اس . با اينحال، اين ننزي استتااده عملی از ننزي  ککاز ممموک دارای محدودي  

های طبیمی برای های مونتموريلونی  و زئولی  به عنوان جاذکاند. در مطالمه حاضتتتر، کانیهتای نلوده بته خود ج ک کرده  محیط

مورد استااده ررار  (Trametes versicolor) جنبش شتده حاصتا از رارت ترامتو ورستیکالر   های ستینتیکی ککاز بی بررستی ويگگی 

جنبش ستتازی کاهش ياف  و بیشتتترين کاهش در حزتتور زئولی  مشتتاهده گرديد. بیشتتترين و از بیپ maxV و mKگرفتند. مقادير 

دهد اين کانی توانايی کمتری برای ج ک کارنيی کاتالیزوری ننزي  ککاز در حزتور مونتموريلونی  مشاهده شد که اين امر نشان می 

را داشتند و انتخاک نو، کانی به نوعی در گرو هدف مورد نظر  جنبش سازی ککازننزي  داشت . در مجمو،، هر دو کانی پتانییا بی 

 باشد.و شرايط مطالمه می

 های طبیمی، کاربردهای عملیجنبش شده، جاذکککاز بیکلیدی:  واژه های

 مقدمه

ل و محلوهای فنولی های خارج ستلولی در تجزيه، تیییر شکا و ممدنی کردن مواد نلی خاک دخیا هیتند. ننها متابولی  ننزي 

های پلیمری را در رايزوسار برای اهداف متابولیکی، کنند و يا بیترهخارج سلولی سمی را به محصوکت پلیمريزه نامحلول اکیید می

( به طور وسیمی در E.C 1.10.3.2(. ککاز )Datta et al., 2013; Wu et al., 2014; Gianfreda, 2015نمايند )هیدرولیز يا اکیید می

(. ککاز اکیتیداسیون ي  الکترون از انوا، ترکیبات نروماتی  به ويگه فنول ها را همزمان با  Chen et al., 2015وجود دارد )طبیم  

(. ککازها اخیرا توجهات زيادی را در زمینه Chen et al., 2015کند )الکترون از اکیتتتیگن مولکولی بته نک، کتاتتالیز می    4احیتای  

(. با et al., 2010; Chen et al., 2015 Majeauاند )های نلوده، به خود ج ک کردهمله اصتتلاح محیطفناوری از جکاربردهای زيیتت 

اينحال، کاربردهای عملی ننها، به دلیا طول عمر کوتاه، حیتاستی  به دناتوره شدن و سختی بازياف  از سییت  واکنش، که ممکن   

ستتازی جنبش(. بیChen et al., 2015; Kennedy et al., 2007شتتود )میهای بهره برداری باک گردند، محدود استت  منجر به هزينه

(. ککازها توستتط Chen et al., 2015باشتتد )ها میهای نامحلول، ي  روش موثر برای فائق نمدن بر اين محدودي ننزي  روی جاذک

 Chawla etها )(، رزينrica et al., 2009A(، بیدهای پلیمری )et al., 2010 Wang) نانو ذرات ستتیلیکاهای مختلای از جمله جاذک

al., 2011( و پلی پروپیلن )Georgieva et al., 2010از مواد  بیتتتیاریانتد. بته دلیتا توانايی ککازها در تجزيه    جنبش شتتتده( بی

استتت  جنبش شتتتده در زيیتتت  پاکيی خاک انجام شتتتده  زنوبیوتیت  نروماتی ، مطالمات متمددی پیرامون کاربرد ککازهای بی 

(Gianfreda and Rao, 2004; Rodríguez Couto and Toca Herrera, 2006کانی .)های طبیمی، های رستتی خاک به عنوان جاذک

و ستتطوحی را فراه  نورند که بر استتا  نن واکنش های کاتالیزوری صتتورت پ يرند، اما بی   نمودهککازها را ج ک رادر هیتتتند تا 

 ;Wu et al., 2014می توانتد منجر بته تیییرات رتابا توجه ويگگی های ننزي  شتتتود )    جنبش ستتتازی ککتازهتا از طريق جت ک،   

Zimmerman and Ahn, 2011های فمال نن يا تیییر شتکا ساختار  های رستی منجر به انیتداد جايگاه  (. اگر ج ک ننزي  روی کانی

ر جه  تثبی  ستتاختار ننزي  عما نمايد، رادر خواهد . بااينحال، اگر ج ک ديابدمیستتوم ننزي  شتتود،  فمالی  ننزي  احتماک کاهش 

سازی جنبشمختلای برای بی و مواد هاروش(. Tietjen and Wetzel, 2003افزايش دهد ) حتی بود تا فمالی  ننزي  را حاظ نموده يا

ها ال عرضی اس  که پروتئینگلوتارنلدهید ي  عاما بییار خوک برای روش اتص در اين میان،ننزي  مورد استااده ررار گرفته اس . 



 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران
 بیولوژی و بیوتکنولوژی خاکمحور مقاله:            6936شهريور  8تا  6

 

2 

 

 های ننزيمیکند و به طور همزمان، فمالی را نامحلول کرده  و ي  تثبی  نیتبتا دست  نخورده  از ساختارهای سلولی را فراه  می  

در اين مطالمه، گلوتارنلدهید به عنوان عاما اتصتتتال عرضتتتی، برای  (.Habeeb and Hiramoto, 1968نمايد )ستتتلولی را حاظ می

ها( مورد استااده )تولید کننده اصلی ککاز در خاک  Trametes versicolorنبش ستازی ککاز با منشتا رارت پوستیدگی ستاید     جبی

های مونتموريلونی  و زئولی  نیز به عنوان جاذک در (. کتانی Collins et al., 1996; Cassland and Jönsson, 1999ررار گرفت  ) 

های ستتتینتیکی ننزي  ککاز، پو از ه ررار گرفتنتد. هتدف از اين مطتالمه ارزيابی ويگگی   جنبش ستتتازی مورد استتتتاتاد فرنينتد بی 

 های مونتموريلونی  و زئولی  بود.سازی بر کانیجنبشبی

 هامواد و روش

و  ABTS 6گرم )پودری(،بر میلی U61، با کارايی ويگه بیش از T.versicolorننزي  ککاز خالص گرفته شتتتده از  در اين مطالمه،

خريداری  ،  از شترک  ستازنده مواد شیمیايی سیگما نلدري   g2m271-221/ويگه  ستط  مونتموريلونی  خالص )پودر شتده( با  کانی

گرديدند. کانی زئولی  تقريبا خالص استتخراج شتده از ممدنی وارد در جنوک شترری ستمنان، از شترک  کهربا وارد در شهر تهران      

از هر دو کانی بررسی شده در نزمايشگاه مرکزی دانشگاه فردوسی مشهد  SEMخريداری شد و سپو خرد و نسیاک گرديد. تصاوير 

 نماده شد.

 های مونتموریلونیت و زئولیت آنزیم لاکاز بر روی کانیسازی جنبشبی

های مونتموريلونی  و بر روی کانی  Gianfreda and Bollag (1994)و Ruggiero et al., (1989)ستتازی برپايه روش جنبشبی

 2نمینو پروپیا تری اتوکیی زيلان -9و  3HNO N 5/1از هر ي  از کانی ها از طريق شی  متوالی با   mg211 زئولی  انجام شتد. 

درصد در بافر  5گلوتارنلدهید های فمال شده، با محلول سازی نماده شد. کانیجنبشبرای بیدرصتد ستاخته شده در استون خالص   

کاز کتکان داده شدند.  میلی گرم ننزي  محلول در بافر 5/1 ستاع  با   24ند و به مدت ( تیمار شتد =5pHموکر ) 6/1استتات ستدي   

از های شیتشو، فمالی  ککاز ديده نشد. مقدار ککجنبش شده از راه سانترياوژ بازياف  و با بافر شیته شد تا زمانی که در محلولبی

ها در هر نمونه ها از تااوت بین مقدار فمالی  اولیه ننزيمی با فمالی  در محلول رويی سوسپانییونکانی ستطوح پیوند شتده فمال بر  

 (.Lai et al., 2013ه دس  نمد )نزمايشی ب

 هاکانی سطوحهای لاکاز آزاد و جذب شده بر آنزیم خصوصیات سینتیکیبررسی 

های هر ي  از های مونتموريلونی  و زئولی ، ابتدا کمپلکومنظور مطالمه خصتوصتیات سینتیکی ننزي  ککاز در حزور کانی  به

 -ککاز(، کمپلکو Free-Lacهتای ننزيمی )ککاز نزاد ) هتای فو  بتا ننزي  ککتاز تهیته و ستتتپو تیییرات ستتترعت  واکنش     کتانی 

(، با در نظر ABTSبیتتتتره ) mM 6-6/1 های(( در برابر غلظ Zeo-Lacزئولی  ) -( و کمپلکو ککتاز MT-Lacمونتموريلونیت  ) 

. برای تمیین با دو تکرار بررستتتی شتتتد =5pHگراد و درجه ستتتانتی 25کانی، در دمای  mg211ننزي  بته ازای   mg 5/1گرفتن 

بارک استتتااده شتتد  -ويور(، از ممادله کين6( )ممادله maxVو  mKمنتن )-میکائیلیوپارامترهای ستتینتیکی ممادله 

 (.2)ممادله 

  (6)  

(2) 

[S]    ،برابر با غلظ  بیتترهmaxV  ،برابر با سرع  بیشینه واکنش ننزيمیmK  ثاب  میکائیلیو( بیانگر تمايا ننزي  به بیتره بوده(

 ,Gopinath and Sugunanباشد )و برابر با غلظتی از بیتتره است  که در نن سرع  واکنش ننزيمی برابر با نصس سرع  بیشینه می  

2007; Johnson and Goody, 2011 .) 

                                                           
1 2,2' -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 
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(، به عنوان يکی از پارامترهای مهمی که مبین نقش فرنيند پخشیدگی در واکنش اس ، محاسبه ηهمچنین فاکتور اثر بخشتی ) 

لظ  باکی بیتتتره که در نن در محاستتبه اين فاکتور، ستترع  های مربو  به غ  (.Sanjay and Sugunan, 2005( )9گرديد )ممادله 

 (.Gopinath and Sugunan, 2007شود )اثرات بازدارندگی ح ف شده اس ، در نظر گرفته می

 

(9)  

 گیری فعالیت آنزیم لاکاز اندازه

ناشتتتی از  ˉ˚ABTSنتانومتر، از طريق تولید راديکالهای ستتتبز نبی   421جنبش شتتتده در طول موج فمتالیت  ککتاز نزاد و بی   

در دمای اتا  تمیین شد. مخلو   WPA S2000UV/Visبا استتااده از اسپکتروفوتومتر مدل   ABTSاکیتیداستیون ننزيمی بیتتره    

 Lu et al., 2007; Nicolucci( و نمونه محتوی ننزي  بود )M 6/1 (5=pH(، بافر استات سدي  mM 6-6/1) ABTSواکنش محتوی 

et al., 2011   ق ررار دادن دریقه بود. پو از اين مدت، ککاز دناتوره شتتتده در گرما، از طري 61(. متدت زمتان انجام واکنش ننزيمی

ايجاد  ˉ˚ABTSدریقه بدستت  نمد و پو از تورس فمالی  ننزيمی، میزان راديکالهای  61درجه ستتانتیگراد برای  611ننزي  نزاد در 

گیری شده در تیمارهای شتده، به کم  دستتگاه استپکتروفوتومتر تمیین گرديد. درصتد فمالی  نیتبی نیز بر استا  فمالی  اندازه      

 :به دس  نمد 4گیری شده در هر تیمار سنجیده شد. فمالی  ننزي  نیز مطابق ممادله   بیشینه اندازهمختلس نیب  به فمالی

 

(4)  

  يونی  از فمالی  ککاز عبارت استتت  از اندازه ننزي  کزم برای اکیتتتید ي)يونی ( برابر با فمالی  ننزيمی ) Uدر اين ممادله،  

به ترتیب برابر با حج  کا و حج  نمونه  Vsو  Vtبرابر با افزايش ج ک در هر دریقه،  ΔEدر دریقه(،  ABTSکردن ي  میکرومول 

  (.Linke et al., 2005بود ) L/mol.cm   96111( برابر با420є( و ضريب ج ک )mLدر کوت )

 نتایج و بحث 

 61مونتموريلونی  و زئولی  کمتر از های (، اندازه ذرات کانیSEMبر استتا  نتايح حاصتتا از میکروستتکور الکترونی روبشتتی )

ها با استااده از ذرات بزرگتر نیز و کانی ها(. کزم به ذکر اس  که در برخی از مطالمات، برهمکنش بین ننزي 6میکرومتر بود )شتکا  

 (.Makboul and Ottow, 1979بررسی شده اس  )

 
 (B( و مونتموریلونیت )Aزئولیت ) SEM: تصاویر 1شکل 

دهد. نتايح های مونتموريلونی  و زئولی  را نشتتان میجنبش شتتده بر ستتطوح کانی(، نمودار ستتینتی  ککاز نزاد و بی2شتتکا )

 .  (A-2نمود )شکا منتن پیروی  -شده از سینتی  میکائیلیونزمايش نشان داد که ننزي  ککاز در هر دو حال  نزاد و ج ک

A B 
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بارک با ترسی  ممکو  سرع  ) -پارامترهای اين ممادله براستا  ممادله کين ويور 
V

( در برابر ممکو  غلظ  بیتره )1
S

( تمیین 1

برای  mKبه دس  نمد. همچنین، مقادير  mM 39/6 برای ننزي  نزاد برابر با mK(. بر اين استا ، مقدار  6)جدول ( B-2)شتکا  شتد  

سازی ننزي  جنبشبود. در حقیق ، بی mM 92/1 و mM 24/6 شتده روی مونتموريلونی  و زئولی  به ترتیب برابر با جنبشککاز بی

ای بیشتر گرديد که اين کاهش در حزتور کانی زئولی  به نحو رابا ملاحظه  mKهای مورد مطالمه منجر به کاهش مقادير روی کانی

بود درحالیکه  U/L 17/23و  48/621جنبش شتتتده روی مونتموريلونی  و زئولی  به ترتیب ککاز بی maxVبود. همچنین، مقتادير  

نزي  نستتازی جنبشداری تح  تاثیر بیبه طور ممنی maxVو  mKبر استتا  اين نتايح، مقادير  .U/L 31/249ککاز نزاد  maxVمقدار 

ش سازی بود جنبکاز به بیتره خود، به دلیا تیییرات ساختاری ننزي  پو از بیررار گرفتند. اين امر احتماک ناشی از تیییر تمايا ک

(Metin, 2013.) 
-Zeo( و زئولیت )MT-Lacجنبش شده بر مونتموریلونیت )( لاکاز آزاد و بیBبارک )-ویور( و لاینAمنتن )-نمودارهای میکائیلیس -2شککل  

Lac) 
های پو از ج ک بر مونتموريلونی  و زئولی  بیشتر از ننزي  ABTSبه دست  نمده، تمايا ککاز به بیتره   mKبا توجه به مقادير 

باکتر، تمايا کمتر ننزي  به ي  بیتتتتره خاا را نشتتتان  mKککاز نزاد(. مقادير  <ککاز-مونتموريلونی  <ککتاز -ئولیت  زنزاد بود )

 ,.Shindo et alاند. برای مثال،حققان گوناگون نتايح متنارزتتی را گزارش کرده(. البته، مGopinath and Sugunan, 2006دهد )می

 ,.Wang et al فیتتااتاز استتیدی را گزارش کردند. از ستتوی ديگر،-کمپلکو اکیتتید نلومینیوم maxVو  mK، کاهش مقادير (2002) 

 مونتموريلونی  گزارش کردند. -2TiOجنبش شده روی کمپلکو های را برای ککاز بی maxVو کاهش  Kmافزايش  (2013)

، 9(. بر اسا  جدول Shindo et al., 2002، به عنوان شتاخصتی از کارنيی کاتالیزوری ي  ننزي  مطرح است  )   m/KmaxVنیتب   

  جنبش شده روی زئولی ، کارنيی کاتالیزوری بزرگتر و در مقايیه با انزيککاز پیوند يافته به مونتموريلونی ، در مقايیه با ننزي  بی

رابطه بین مقدار فیااتاز اسیدی ج ک شده توسط  Shindo et al., (2002)نزاد، کارنيی کاتالیزوری کمتری را نشتان داد. همچنین،  

ای نهن، نلومینیوم و منگنز و کانی های جنبش شتتده را تخمین زدند. در بین اکیتتیده ننزي  بی m/KmaxVاجزای ممدنی و نیتتب  

جنبش شده کمتر ننزي  بی m/KmaxVرسی کائولین، مونتموريلونی  و نلوفان، توانايی باکتر اجزای ممدنی برای ج ک ننزي ، با نیب  

ننزي  توسط  ج کهای ننزيمی تشتکیا شده، به وسیله رابلی   در تطابق بود. ننها پیشتنهاد نمودند که کارنيی کاتالیزوری کمپلکو 

شود، درجه باکتری از ممانم  هايی که در ننها مقدار بیشتری از ننزي  ج ک میشود. احتماک، در کمپلکواجزای ممدنی تمیین می

( و متماربا، کارنيی کاتالیزوری Nannipieri et al., 1996بنتدی در ستتتاختتار ننزي  اتاتا  می افتتد )    فزتتتايی و تیییرات صتتتورت

(. بر اين اسا ، نتايح نشان دادند Shindo et al., 2002داری را داشته ياشد )نزيمی ممکن است  کاهش مار  ممنی های نکمپلکو

 (.  6که زئولی  در مقايیه با مونتموريلونی ، توانايی باکتری را برای ج ک ننزي  داش  )جدول 
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 نتموریلونیت و زئولیتهای موشده بر کانی جنبشهای سینتیکی لاکاز آزاد و بیویژگی -1جدول 

Free Lac MT-Lac Zeo-Lac پارامتر سینتیکی 

31/249 48/621 17/23 Vmax (U/L) 

39/6 24/6 92/1 Km (mM) 

58/626 13/37 36/31 Vmax/Km 

- 43/1 62/1 η 

 

(. در ي  9باشتتد )ممادله ( میηدهد، فاکتور اثربخشتتی )کی از پارامترهای مهمی که نقش پخشتتیدگی را در واکنش نشتتان میي

 ,Gopinath and Sugunanشود )برابر يا ي  می ηواکنش همگن که در نن تنها ننزي  نزاد حزتور دارد )پخشتیدگی کاما(، مقدار   

بود  62/1و  43/1جنبش شتتتده روی مونتموريلونی  و زئولی  به ترتیب برابر با برای ککاز بی η(. بر استتتا  نتتايح، مقتادير   2006

چند در تر بود. هر(. بر اين استا ، احتماک فرنيند پخشتیدگی در حزور مونتموريلونی  در مقايیه با زئولی ، تقريبا کاما  6)جدول 

 Gopinath andستتازی مقدار فاکتور اثربخشتتی را کاهش داد ) جنبشهر دو مورد، پخشتتیدگی نیتتبتا پايین بود. به طور کلی، بی 

Sugunan, 2007 ات(. بر استا  نتايح تحقیق Gopinath and Sugunan (2006)  اثرات پخشیدگی که مقدار نن توسط ،η  نشان داده

های پخشیدگی خارجی يا داخلی کند. مقاوم ستازی عما می جنبشها در حال  ناهمگن در بیشتود، به دلیا استتااده از ننزي   می

 ها به ترتیب با انتقال بیتره و محصوکت از تودهن مقاوم تواند سینتی  ننزي  متصا به ذره متخلخا را تح  تاثیر ررار دهد. ايمی

(. در مجمو، Siso et al., 1990نها به درون سییت  متخلخا در ارتبا  هیتند )نمحلول به سط  خارجی ذره ننزي  و انتقال داخلی 

از جنبش سازی ننزي  ککج ک و بی رسد که هر دو کانی پتانییا استااده در زمینه هایو بر اسا  نتايح به دس  نمده، به نظر می

 باشد.  را داشتند که البته انتخاک نو، کانی به نوعی در گرو هدف مورد نظر و شرايط مطالمه می
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Abstract 

Practical applications of laccases are usually limited. However, they have recently attracted much attention in 

remediation of contaminated environments. In the present study, montmorillonite and zeolite minerals were used as 

natural supports to investigate the kinetic parameters of the immobilized laccase from the fungus Trametes versicolor. 

The Km and Vmax values decreased after immobilization, and more further reduction was observed in zeolite. The 

greater catalytic efficiency of laccase in the presence of montmorillonite indicated that it had a lower ability to adsorb 

the enzyme. In general, both minerals had the potential to immobilize the laccase; and the choice of minerals depends 

on the intended purpose and study condition. 

Keywords: Immobilized enzyme, Natural supports, Practical applications 

 


