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 چکیده

ثرترین ؤهای محیطی بسیار مقاوم هستند. یکی از مهایی توانمند دراکسید کردن ترکیبات فنولی و غیرفنولی مختلف و همچنین آلایندهلاکازها آنزیم
ها های مختلف از جمله کانیها و حتی افزایش فعالیت آنها، تثبیت لاکازها بر حاملبردن پایداری این آنزیم آنها نظیر بالا هایها برای بهبود ویژگیروش

هتای  ( توست  کتانی  T. versicolorهای جذب آنزیم لاکاز استتخرا  دتده از رتارر تترامتس ورستیکالر       بررسی ویژگی است. هدف از مطالعه حاضر،
رادودکویچ بود. بر اساس نتایج ایتن مطالعته، جتذب     -های جذبی لانگمویر، فروندلیچ، تمکین و دوبینینو زئولیت در رالب ایزوترم K10مونتموریلونیت 

رادودکویچ و سپس با مدل ایزوترم جذبی لانگمویر نشان داد. بر این استاس، جتذب    -لاکاز بر مونتموریلونیت بالاترین تطابق را نخست با مدل دوبینین
های فعال در سطح این کانی وجود دادت. از طرفی، جذب لاکاز توس  زئولیت توس  مونتموریلونیت احتمالاً فیزیکی بود و توزیع همگنی از جایگاه لاکاز

لت دارد. ای آنزیم توس  سطوح ناهمگن و نیز درای  جذب مطلوب دلابهترین انطباق را با مدل فروندلیچ نشان داد که این امر بر احتمال جذب چندلایه
های اولیته بتالای   (، گرچه جذب برای هر دو کانی مورد مطالعه مطلوب بود، اما این مطلوب بودن در غلظتLRهمچنین، بر اساس مقادیر پارامتر تعادل  
را رتوت متی   یساختار آنزیم ای لاکاز بر سطح زئولیت، احتمال درجه بالاتری از ممانعت فضایی و تغییرات درلاکاز بیشتر بود. بطور کلی، جذب چند لایه

تری برای استفاده بخشد و متعارباً کاهش کارآیی کاتالیزوری آنزیم نیز محتمل است. بنابراین بر اساس نتایج این مطالعه، مونتموریلونیت از درای  مناسب
 های نهایی کمک کننده خواهند بود. گیریتصمیمبه عنوان حامل آنزیم لاکاز برخوردار است. اگرچه، مطالعات تکمیلی مانند آزمایشات سینتیکی برای 
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   1 مقدمه

ها کاتالیزورهایی با کارآیی و اثرگذاری بالا بر گستره وسیعی آنزیم
تواننتد تعتداد مراحتل واکتنش و نیتز تعتداد       از فرآیندها هستند که می

نتا  متورد نیتاز را کتاهش داده و بنتابراین فرآینتدی       های خطرحلال
(. 3ارزانتر و در عین حال سازگار بتا محتی  زیستت را فتراهم آورنتد       

اند کته  ها تبدیل به کاتالیزورهای فوق العاده مهمی ددهبنابراین آنزیم
پتانسیل بالایی جهت کاربرد در صنایع مختلف، از صنایع غذایی گرفته 

هتا در فرآینتدهای   (. استتفاده از آنتزیم  29بادتند   یتا دارویی را دارا م
کاتالیزوری چندتایی منجر به انجام مطالعاتی دده است که بهبود رابل 

(. در این بین، یکی از 31  اندتوجه خصوصیات آنزیم را به دنبال دادته
ها، تثبیت آنتزیم استت کته در آن    ترین تکنیکمهمترین و پر استفاده

                                                           
 استتاد،  ختا ، ی وتکنولتو  یب وی ولتو  یبی دکتتر ی دانشتجو  ترتیببه -4 و 3 ،2 ،1
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مل جامد که در مخلوط واکتنش نتامحلول استت،    کاتالیزور به یک حا
(. در این فرآیند، حرکت آنتزیم در فضتا بته دتدت     15دود  متصل می

محدود دده و در عین حال، فعالیتت کاتتالیزوری آن همچنتان حفت      
های غیرمتحر  دده در مقایسته  (. از جمله مزایای آنزیم20دود  می

یتداری آنتزیم، کتاهش    توان به افزایش پاهای محلول آنها میبا دکل
های آنزیمی، سهولت بیشتر جداستازی و بازیافتت آنتزیم بترای     هزینه

استفاده مجدد، امکان کار به طور مداوم، جداسازی آسان محصولات و 
 (. 20در برخی موارد، افزایش فعالیت آنزیم اداره کرد  

ستازی مختلفتی دتامل جتذب، اتصتال      های غیرمتحتر  تکنیک
فتادن، کپسوله ددن و اتصال عرضی وجود دارنتد  کووالانسی، به تله ا

های دکل گرفتته و در  ها در نوع و ویژگی برهمکنش(. این روش23 
(. گستتره  31  دکل و نوع مواد حامل مورد استتفاده، متفتاوت هستتند   

توانند بته عنتوان حامتل بترای     های مختلف میأوسیعی از مواد با منش
تواننتد  این مواد به طور کلی می تثبیت آنزیم مورد استفاده ررار گیرند.

(. 31بندی دتوند   به صورت آلی، معدنی و هیبرید یا کامپوزیت تقسیم
انتخاب حامل برای دادتن یک سیستم آنزیمتی تثبیتت دتده ختوب،     

نزیمتی متی  آهای مطلوب یک حامل بسیار مهم است. از جمله ویژگی
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ایی، توان بته ستطح ویتژه بتالا، پایتداری دتیمیایی، مکتانیکی و دمت        
ای مناسب و مقاومت نسبت به حملته  استحکام بالا، دکل و اندازه ذره

(. به طور کلتی، حامتل متورد استتفاده  بایتد      20میکروبی اداره کرد  
ساختار آنتزیم را در برابتر دترای  واکنشتی ستخت حفااتت نمایتد و        
بنابراین به آنزیم تثبیت دده برای حف  فعالیت کاتالیزوری بتالای آن  

(. همچنین نباید اثر منفی بر ساختار آنزیم دادته بادد 24  کمک نماید
 هتای آنتزیم  و نیز نباید بیشتتر از آنچته کته بترای ایجتاد بترهمکنش      

(. 31  ماتریکس پایدار مورد نیاز است، برای آنزیم مزاحمت ایجاد نماید
های عاملی دو ماده برای اجازه دادن بته  بعلاوه، باید تمایلی بین گروه

ماتریکس و اتصال کارای آنزیم به  -های آنزیمبرهمکنش تشکیل این
هتای فعتال   (. همچنین حامل باید جایگتاه 31حامل وجود دادته بادد  

های بستتره و همچنتین بترای    کاتالیزور را برای اتصال آسان مولکول
ها و محصتولات، در معتر    های پخشیدگی بسترهکاهش محدودیت

 (.30ررار دهد  
هتای کاتتالیزوری   که بترای تشتکیل سیستتم   هایی یکی از حامل

(. 31ها هستتند   گیرد، کانیزیستی رابل بازیافت مورد استفاده ررار می
های معدنی هستند که در طبیعت فراواننتد، بته ستهولت    ها حاملکانی

رابل دسترسی هستند، سازگاری زیستی بالایی دارند و می تواننتد بته   
ستازی متعارتب متورد    ختال   ای بدون تیمتار پیشترفته و  عنوان ماده

استفاده ررار گیرند، که این امر آنها را مبتدل بته متوادی نستبتا ارزان     
(. برای ایجاد اتصال کووالانسی بتین آنتزیم و یتک حامتل     8کند  می

 معدنی، یک عامل اتصال عرضی مانند گلوتارآلدهید مورد نیتاز استت  

ضی است که نه (. گلوتارآلدهید ترکیبی بسیار عالی برای اتصال عر31 
دود، بلکه ساختار سلولی را تنها سبب ماندگاری ترکیبات پروتئینی می

کند تا فعالیت آنزیمی نماید و کمک مینیز بدون تغییر دکل تثبیت می
 (.10به نحو رابل توجهی حف  گردد  

های تثبیت دده وجود دارنتد از  ای برای آنزیمکاربردهای گسترده
لف داروهای پیچیتده، ستنتز دتیمیایی در    های مختجمله سنتز واسطه

درای  ملایم و بدون تولید محصولات جانبی سمی، تشخی  بیماری 
(. یکی از مهمترین کاربردهای آنها در محی  زیست، اصلاح 5و غیره  
هتای مقتاوم بتا    های آلوده از طریق حتذف آلاینتده  ها، هوا و خا آب

های مهتم در ایتن   زیم(. از جمله آن5ثر است  ؤاستفاده از یک روش م
-فنتل: دی دی، پتارا EC 1.10.3.2زمینه، لاکازهتا هستتند. لاکازهتا     

اکستتیژن اکستتیدورداکتازها( همتتراه بتتا منگنتتز پراکستتیداز و لیگنتتین  
(. 18هستتند    LME)1پراکسیداز، نوعی آنزیم اصلاح کننده لیگنتین   

تواننتد جهتت   لاکازها گستره سوبسترایی وسیعی دارنتد بنتابراین متی   
اهداف صنعتی و یا فرآیندهای زیست پالایی مورد استفاده ررار گیرنتد  

( و نیتز  2O(. نیازهای ستاده کاتتالیزوری لاکتاز  حضتور بستتره و      18 

                                                           
1- Lignin-modifying enzyme  

بترای   2O2Hپایداری ااهری آن و عدم بازدارندگی  مانند آنچه که با 
پراکستتیداز مشتتاهده دتتده استتت(، ایتتن آنتتزیم را بتترای کاربردهتتای  

ثیر لاکازهای أ(. ت18سب و نیز جذاب ساخته است  ابیوتکنولو یکی من
هتای مصتنوعی و صتنعتی    غیرمتحر  دده بر حذف فنل در فاضلاب

 (. 18اثبات دده است  
های جتذب و  بنابراین هدف از انجام مطالعه حاضر، بررسی ویژگی

تثبیتتت آنتتزیم لاکتتاز استتتخرا  دتتده از رتتارر تتترامتس ورستتیکالر    
 Trametes versicolorهتای مونتموریلونیتت     کتانی ( توسK10  و

هتای جتذبی لانگمتویر، فرونتدلیچ، تمکتین و      زئولیت در رالب ایزوترم
 رادودکویچ بود.  -دوبینین
 

 هامواد و روش

های جذب آنزیم لاکاز گرفته دده از رتارر  در این مطالعه، ویژگی
هتتتای ( بتتتر کتتتانیTrametes versicolorتتترامتس ورستتتیکالر   

هتای جتذبی تعیتین و    و زئولیت در رالب ایزوترم K10مونتموریلونیت 
م لاکاز خال  یمورد بررسی ررار گرفت. برای انجام مطالعه حاضر، آنز

، با کارایی ویژه بتیش  T. versicolor ،EC. 1.10.3.2 گرفته دده از
-3س  ینتوب یآز-2 و 2گرم به صورت جامد و پودری، بر میلی U10از 
 ی(، و کتتتانABTS2د(  یاستتتک یستتتولفون-6-نیازولیتتتبنزوتلیتتتات

و  g2m270-220/( با سطح ویژه یخال   پودر K10ت یلونیمونتمور
، از دترکت  meq 100 g 30-1برابر با  CEC)3ارفیت تبادل کاتیونی  

ت یت زئول یخریداری گردیدند. کان 4سازنده مواد دیمیایی سیگما آلدریچ
از  نسبتا خال  نیز از معدنی وارتع در جنتوب دترری استتان ستمنان،     

طریق درکت کهربا در دهر تهتران خریتداری دتد و ستپس خترد و      
از هر دو کانی مونتموریلونیت  SEM5اب گردید. همچنین، تصاویر یآس

 و زئولیت در آزمایشگاه مرکزی دانشگاه فردوسی مشهد تهیه دد.
 

 تعیین خصوصیات ساختمانی کانی زئولیت

استات سدیم ارفیت تبادل کاتیونی زئولیت مورد مطالعه به روش 
( در آزمایشتتگاه علتتوم ختتا  دانشتتکده کشتتاورزی، pH=  2 2/8بتتا 

دانشگاه فردوسی مشهد تعیین گردید. همچنتین ستطح ویتژه زئولیتت     
آنالایزر  و با استفاده از 2Nجذب  -6BET مورد مطالعه به کمک روش
 TriStar II Plus  Micromeriticsستتطح ویتتژه و تخلختتل   

Instrument Corporations, Norcross, GA 30093, U.S.A )
در آزمایشگاه تحقیقاتی نانو مواد معدنی پار  علتم و فنتاوری تهتران    

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

3- Cation Exchange Capacity 

4- St. Louis, MO, USA 

5- Scanning Electron Microscopy 

6- Brunauer–Emmett–Teller  
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و فلوئورستانس   XRD)1تعیین گردید. آنالیزهای پراش پرتتو ایکتس    
کانی زئولیت نیز در پژوهشتکده چرخته ستوخت     XRF)2پرتو ایکس  

 ای تهران انجام دد.هسته، پژوهشگاه علوم و فنون هسته
  

هههاج هههاج بههنز منههتو  رکههاز  هه  کههانیالعهها زوترتهه  مط

 مونتمورولونیت ر زئولیت

و زئولیت  K10اثر غلظت لاکاز بر جذب آن توس  مونتموریلونیت 
های جذب بته منظتور تعیتین رابطته     مورد مطالعه ررار گرفت. ایزوترم

ویژه بین غلظت تعادلی آنزیم لاکاز  ماده جذب دده( در توده محلتول  
ها، متورد استتفاده رترار گرفتنتد.     ذب دده آن در سطح کانیو مقدار ج

رادودکویچ  -چهار مدل ایزوترم لانگمویر، فروندلیچ، تمکین و دوبینین
 R-D)3 های زئولیتت و  های جذب لاکاز بر کانیبرای مطالعه ایزوترم

گتراد متورد   درجته ستانتی   20و دمای ثابت  pH=5مونتموریلونیت، در 
گترم  میلتی  25/0-2های اولیه در گستتره  . غلظتاستفاده ررار گرفتند

ستازی  گرم کانی تنظیم ددند. جذب و غیرمتحر میلی 200لاکاز بر 
رو و یت های مورد مطالعته نیتز مطتابق روش روج   لاکاز بر سطوح کانی

 ( انجام دد. 9نفردا و بولاگ  ی( و جا21همکاران  
 

 جهههای  رکههاز  ر سههطون کههان وسههازج منههتغی متحهه  

 رولونیت ر زئولیت مونتمو

هتای مونتوریلونیتت   سازی آنزیم لاکتاز توست  کتانی   غیرمتحر 
K10 نفردا و ی( و جتا 21رو و همکاران  یو زئولیت بر اساس روش روج

گرم از هر یلیم 200( صورت پذیرفت. در این روش، نخست 9بولاگ  
نرمتال   3HNO 5/0لیتتر از  میلتی  5های مورد مطالعه بتا  ک از کانیی

و بتا آب مقطتر    فو  دتده یستانتر  g13000اده دد و سپس در تکان د
تتر از  یلیلت یم 5خنثی،  pHدسته دد. پس از رسیدن محلول رویی به 

درصد ساخته دتده در استتون    2لان یز یاتوکس یل ترینو پروپیآم-3
ک دب تکان داده دتد.  یون ین سوسپانسیخال  به آن افزوده دد و ا

تتر از محلتول   یلیلت یم 5از جامد بتا  فو  ددند و فیها سانترسپس نمونه
 pH متولار استتات ستدیم دارای    1/0درصتد در بتافر    5د یگلوتارآلده
به دام افتاده، در  یهوا یهامار دده و برای زدودن حبابیت 5معادل با 

 یستاعت نگهتدار   1اتاق بترای   یکاتور خلا گذادته دد و در دمایدس
تتر از هتر   یلیلیم 5تشو با بار دس دود آزاد از طریق ید. گلوتارآلدهیگرد
های آنزیمتی  ک از آب مقطر و بافر استات زدوده دد و سپس غلظتی

مورد آزمایش به صورت محلول در بافر استات بته کتانی تیمتار دتده     
 درجه 20ساعت در دمای اتاق   24ون برای ین سوسپانسیافزوده دد. ا

                                                           
1- X-ray diffraction  

2- X-ray fluorescence  

3- Dubinin–redushkevich 

فتت و بتا بتافر    ایفو  بازیاز راه سانتر یگراد( تکان داده دد و کانسانتی
ت لاکتاز دیتده   یت دستشتو، فعال  یهاکه در محلول یدسته دد تا زمان

های دتاهد فارتد کتانی نیتز جهتت      نشد. لازم به ذکر است که نمونه
 سنجش فعالیت اولیه آنزیم مورد استفاده ررار گرفتند. 

 

 سنجش فعالیت منتو  رکاز

 ˉ˚ABTSهای ، از طریق تولید رادیکالnm 420فعالیت آنزیم در 
به عنتوان بستتره، در    ABTSآبی نادی از اکسیداسیون آنزیمی -سبز
 WPAگتراد، بتا استتفاده از استپکتروفوتومتر متدل      درجه ستانتی  20

S2000UV/Vis گیری دتد. مخلتوط متورد ستنجش محتتوی      اندازه
ABTS  1 5مولار   1/0مولار(، بافر استات سدیم میلی=pH و نمونه )

دریقته بتود.    10ن انجام واکنش آنزیمتی  محتوی آنزیم بود. مدت زما
توانتد یتک   نزیمی استت کته متی   آ(، مقدار Uیک واحد فعالیت لاکاز  

نزیم از طریتق  آد. فعالیت را در هر دریقه اکسید کن ABTSمیکرومول 
 معادله زیر محاسبه گردید:

1( )
0.036

t

s

EV
A UL

V

 


 

 1) 

کل در  برابر با حجمVt  ،افزایش جذب در هر دریقه E∆در اینجا، 
بادتند. ضتریب   لیتر( میبرابر با حجم نمونه در کوت  میلی Vsکوت و 

  L/mol.cm 36000 برابتر بتا   (420єجذب مولی یا ضتریب خامودتی    
ها از تفاوت بین مقدار افته بر کانیی(. مقدار لاکاز فعال پیوند 17است  

فعالیت اولیه آنزیمی  با مقدار مشتخ  آنتزیم( و فعالیتت در محلتول     
(. 16هتا در هتر نمونته آزمایشتی بته دستت آمتد         یی سوسپانسیونرو

همچنین، درصد جذب از محلول آزمایشی بتا استتفاده از معادلته زیتر     
 محاسبه گردید:

0

0

( )
%Removal  [ ] 100eC C

C


 

 

 2) 

0C  وeC      به ترتیب بیانگر غلظت اولیته و نهتایی آنتزیم لاکتاز در
 بادند.( میmg/Lمحلول  

افتتزار نیتتز بتتا استتتفاده از نتترم   ج بدستتت آمتتده  یآنتتالیز نتتتا 
گیری از آزمون چند ها با بهرهن دادهیانگیانجام و م MSTATCیآمار
 سه گردیدند.یدانکن مقا یادامنه
 

 نتایج و بحث

 4 (SEMمنالیت میک رسکوپ زلکت رنی رر شی )

و  K10هتای زئولیتت و مونتموریلونیتت    سازی کتانی ادهپس از آم
هتایی از  تصاویر میکروسکوپی نمونته  پس از خرد کردن کانی زئولیت،

( تهیته  SEMالکترونی روبشی   ها با استفاده از میکروسکوپاین کانی

                                                           
4- Scanning electron microscope 
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هتتای زئولیتتت و ، تصتتاویر میکروستتکوپی کتتانی 1گردیدنتتد. دتتکل 
دهد. بر این اساس، بازه اندازه ذرات کتانی مونتموریلونیت را نشان می

تر بته دستت آمتد و    میکروم 10های زئولیت و مونتموریلونیت کمتر از 
البته ابعاد ذرات کانی مونتموریلونیت نسبت به زئولیتت انتدکی ریزتتر    

کتنش  ها که به بررسی بترهم بود. از آنجایی که در بسیاری از پژوهش
اند، ذراتی با اندازه بزرگتر نیز مورد استتفاده  آنزیم و کانی رسی پرداخته

بررسی دده در بازه رابل های اند، بنابراین اندازه ذرات کانیررار گرفته
( بازه 19ربول برای این مطالعه بودند. به عنوان مثال، مک بول و اتو  

های مورد استفاده در پتژوهش ختود پیرامتون بترهم    اندازه ذرات کانی
هتای رستی مونتموریلونیتت، ایلیتت و     کنش فسفاتاز اسیدی بتا کتانی  

 میکرومتر گزارش نمودند. 63کائولینیت را کوچکتر از 

 

 
 K10 (B)ت یلونی( و مونتمورAت )یزئول یهایکان SEMر یتصاو -1شکل 

 کرومتر است. یم 10ها کمتر از یبر اساس دکل، اندازه ذرات کان 
Figure 1- Scanning electron microscopy images of zeolite (A) and montmorillonite (B) 

 As shown the mineral particles sizes are about less than 10 microns. 
 

 
 ت مورد مطالعهیزئول یکان XRD یالگو -2 شکل

Figure 2- X-ray diffraction pattern of the studied zeolite 

 

A B 
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 تیزئول یکان XRFز یآنال -1جدول 

Table 1- X-ray fluorescence analysis of zeolite mineral 

O2Na MgO 3O2Al 2SiO 5O2P 3SO O2K CaO 2TiO 3O2Fe SrO  Cl MnO 2ZrO BaO 

wt % 
  یدرصد وزن

(mg.k-1) 

 لوگرمیگرم بر کیلیم
0.78 1.07 9.70 74.69 1.24 1.55 2.61 5.15 0.32 2.25 0.25  300  900  350  750  

 

0

1

2

3

4

5

6

0 200 400 600 800

Ce (میلی گرم بر لیتر)

q
e

م) 
گر

ر 
م ب

گر
ی 

یل
(م

Mont-Lac

Zeo-Lac

 
درجه  20( در دمای Lac-Zeo( و زئولیت )Lac-Mont) K10ونیت ( بر مونتموریلeq( و مقدار آنزیم جذب شده )eCرابطه بین غلظت تعادلی ) -3شکل 

 گرادسانتی

Figure 3- Relationship between equilibrium concentration (Ce) and adsorbed amount of laccase (qe) on the montmorillonite 

K10 (Mont-Lac) and zeoilite (Zeo-Lac) at 25◦C 
 

( ر فلورسانس پ تو زوکس 1XRD) منالیت پ زش پ تو زوکس

(2XRFزئولیت ) 

الگوی پراش پرتو ایکس و آنالیز فلورستانس پرتتو ایکتس کتانی     
. بر اساس نتتایج  3نشان داده دده است 1و جدول  2زئولیت در دکل 

XRD کانی زئولیت مورد استفاده در این مطالعه از نوع کلینوپتیلولیت ،
و دارای فرمتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتول دتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتیمیایی 

O2.12H36O13Si2(Al,Si)3lA2.5(Na,K,Ca) .بود 
 

 سطح روژه ر ظ فیت تبا ل کاتیونی زئولیت

سطح ویژه کانی زئولیت مورد مطالعه نیز تعیین گردید. سطح ویژه 
، سطح ویژه به روش لانگمتویر، ستطح میکروپتور بته     BETبه روش 
کانی زئولیت مورد  t-Plotو سطح ویژه خارجی به روش  t-Plotروش 

ترتیب عبتارت بودنتد از   میکرومتر به 10ذرات کمتر از  مطالعه با اندازه
. همچنتتتتتتتین، g2m 7524/36/و  5188/3، 4780/645، 2712/40

و زیتر   5/0-1ارفیت تبادل کاتیونی زئولیت در دو گستره اندازه ذرات 

                                                           
1- X-ray diffraction 

2- X-ray fluorescence 

3- Method name: Oxford: Geol. Majors + Traces 

و  18/122گیری دتد. ایتن مقتادیر بته ترتیتب      میکرومتر اندازه 45/0
meq/100g 28/140 .بودند 

 

ر  K10ههاج مونتمورولونیهت     رکهاز  ه  کهانی   بنز منهتو 

 زئولیت

رابطه بین غلظت تعادلی آنزیم لاکاز و نیز لاکتاز جتذب دتده بتر     
رو و یت بته روش روج  K10های زئولیت و مونتموریلونیتت  سطوح کانی
( در گستره غلظت اولیته لاکتاز   9نفردا و بولاگ  ی( و جا21همکاران  

نشان داده  3در دکل گرم کانی میلی 200گرم لاکاز بر میلی 2-25/0
 دده است.  

رادودتکویچ   -هتای دوبینتین  همچنین، نمودارهای خطی ایزوتترم 
 D-R لانگمویر، فروندلیچ و تمکین مربوط به جذب آنزیم بر کتانی ،)-

، 4هتای  گراد نیز در دکلدرجه سانتی 20های مورد مطالعه در دمای 
ها ای هر یک از این ایزوترمهاند. مقادیر ثابتنشان داده دده 7و  6، 5

اند. بر اساس نتایج حاصتل از ایتن مطالعته،    آورده دده 2نیز در جدول 
 D-Rجذب لاکاز بر مونتموریلونیت بهترین تطابق را نخست بتا متدل   

( 5( و سپس با اختلاف بسیار اندکی، با مدل لانگمویر  دکل 4 دکل 
 . (2(  جدول 2R=96/0و  2R=97/0ترتیب نشان داد  به
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( در Zeo-Lac( و زئولیت )Mont-Lac) K10های مونتموریلونیت ( جذب لاکاز بر کانیD-Rرادوشکویچ ) -نمودار خطی ایزوترم دوبینین -4شکل 

 گراددرجه سانتی 20دمای 

Figure 4- Linear plot of Dubinin–Redushkevich (D-R) isotherm of laccase sorption on montmorillonite K10 (Mont-Lac) and 

C◦Lac) minerals at 25-zeolite (Zeo 
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درجه سانتی 20(  در دمای Zeo-Lac( و زئولیت )Mont-Lac) K10های مونتموریلونیت نمودار خطی ایزوترم لانگمویر جذب لاکاز بر کانی -5شکل 

 گراد
Lac) -Lac) and zeolite (Zeo-montmorillonite K10 (MontLinear plot of Langmuir isotherm of laccase sorption on  -Figure 5

C◦minerals at 25 

 
این در حالی است که جذب لاکاز بر زئولیت تطابق کمتتری را در  

 2R=596/0مقایسه با مونتموریلونیت، با این دو مدل جذبی نشان داد  
بترای   R-Dبرای مدل لانگمویر(. مدل  2R=44/0و  R-Dبرای مدل 
جذب  فیزیکی یتا دتیمیایی( و نیتز متدل لانگمتویر بترای        بیان نوع

توصیف تعادل جذب لاکاز بر مونتموریلونیت بسیار مناسب بودند. برای 
استفاده  D-Rتوان از مدل تعیین نوع جذب  فیزیکی و یا دیمیایی( می

در رالب معادله زیتر نمتایش داده متی    D-Rکرد. حالت خطی ایزوترم 

 دود:
2

e mln   = ln q q 
 

 3) 

هتای  برابر با مقدار لاکاز جذب دده بتر واحتد کتانی    qeدر اینجا 
ای برابتر بتا ارفیتت جتذب تتک لایته       qm( و mol/gمورد مطالعته   
نیتز برابتر بتا ثابتت انتر ی جتذب        β( است. پارامتر mol/gتئوریکی  

 2/J2molبادد که با انر ی متوس  جتذب بته ازای هتر متول از     ( می



 197     ...هاي جذب لاكاز توسط مونتموریلونیتمطالعه ایزوترم

نهایت در محلول به ده جذب دونده از فاصله بیجاذب، هنگامی که ما
(. 32 و 22، 4دتود، در ارتبتاط استت،     سطح جاذب جامد منتقتل متی  

است که در رالتب معادلته زیتر توصتیف      1پتانسیل پولانی εهمچنین، 
 دود:می

1
 ln 1

e

RT
C


 

  
   

 4) 

بادد که ثابت گازها می R( و Kبرابر با دمای محلول   Tدر اینجا 
توان مقدار انر ی متوس  است. همچنین می J/mol K 314/8ر با براب

، با استفاده D-Rمعادله  β، را با استفاده از پارامتر E (kJ/mol)جذب، 
 (:  32 و 1  از معادله زیر محاسبه نمود

1/2

1
E=

(2 )
 

 5) 

مقدار انتر ی متوست  جتذب اطلاعتاتی را پیرامتون فیزیکتی یتا        
 kJ/mol 8تتا   1بتین   Eدهد. اگر مقدار ارائه میدیمیایی بودن جذب 

بادتد، جتذب دتیمیایی     16تتا   8بادد، جذب فیزیکی است و اگر بین 
 (. 33 و 22، 4است  

از طرفی، بر اساس تئوری مدل ایزوترم لانگمویر، حداکثر جتذب،  
های ماده حل دتده بتر   مربوط به یک تک لایه ادباع دده از مولکول

هم در درایطی که تعامل جانبی بین مولکولبادد آن سطح جاذب می
توانتد بته   (. مدل لانگمتویر متی  6های جذب دده وجود ندادته بادد  

 صورت معادله زیر بیان دود:

0

1

e
e

e

Q bC
q

bC



 

 6) 

برابر با مقدار لاکاز جذب دده بر واحد  eq (mg/g)در این معادله، 
کاز جذب نشده، در برابر با مقدار غلظت لا eC (mg/L)ها و وزن کانی

نیز برابر بتا حتداکثر    0Q (mg/g)محلول، در حالت تعادل است. مقدار 
ها برای تشکیل یک تک لایه کامل بتر  مقدار لاکاز بر واحد وزن کانی

( مربوط  b  L/mgیابد و ثابت بالا اتصال می eCبادد که در سطح می
 های پیوند است.به تمایل جایگاه

، ارفیتت جتذب   D-Rمقایسه بر اساس مدل حال، در مقام با این
و بترای   3( برای مونتموریلونیتت برابتر بتا    qmای تئوریکی  تک لایه

( نیتز  ßبود. همچنین، ثابت انر ی جذب   mg/g 63/2زئولیت برابر با 
و بترای زئولیتت    J2mol 310 )×62/0/2برای مونتموریلونیت برابر بتا   

 2/J2mol 310 )×47/0 نر ی آزاد( متوس   بود. انر ی جذب  اE  نیتز )
بود کته   kJ/mol 03/1و برای زئولیت  9/0برای کانی مونتموریلونیت 

 بادد. به نوعی بیانگر فیزیکی بودن جذب در هر دو کانی می
همانطور که بیان دد، جذب لاکاز بتر ستطح مونتموریلونیتت بتا      

                                                           
1- Polanyi potential 

کته  نشتان داد. از آنجتایی   D-Rمدل لانگمویر تطابقی به خوبی مدل 
(، بنتابراین  32کند که سطح همگن استت   عادله لانگمویر فر  میم

هتتای فعتتال بتتر ستتطح کتتانی   از جایگتتاه یاحتمتتالاً توزیتتع همگنتت 
مونتموریلونیت وجود دادت. نتایج مشابهی درباره جذب اسید فستفاتاز  

(، اگرچته،  25اند  گزارش دده Mnو   Fe،Alبر کائولین و اکسیدهای 
ا بته طتور بستیار متفتاوتی در مقایسته بتا       هت مونتموریلونیت و زئولیت

کائولینیت غیرمتورم دونده غیرمتخلخل یا اکسیدهای فلزی، واکنش و 
یا برهمکنش دارند. بر اساس این مدل، حداکثر مقدار جذب لاکتاز بتر   

هتای پیونتد   و تمایل جایگاه mg/g 10/3( برابر با 0Qمونتموریلونیت  
 بود. L/mg 012/0( برابر با bمونتموریلونیت برای لاکاز  

( انطبتاق  6 اما در مورد کانی زئولیتت، ایزوتترم فرونتدلیچ  دتکل    
( در مقایسه 2R=87/0های جذب لاکاز بر این کانی  بیشتری را با داده
 ( نشان داد. 2R=61/0با مونتموریلونیت  
توانتد  ای میآل بر سطوح ناهمگن و جذب چندلایهجذب غیر ایده

(. بترای بیتان متدل    32 و 7چ مطترح دتود    رم فرونتدلی در رالب ایزوت
 دود:( استفاده می7فروندلیچ نیز از معادله  

1

n
e f eq K C

 

 7) 

FK هتتتای فرونتتتدلیچ هستتتتند.  ثابتتتت n و FKدر اینجتتتا،  

)1/n(mg/g(L/mg)  ارفیت جذب زئولیت و مونتموریلونیت وn  بیانگر
بتودن فرآینتد جتذب    ددت جذب بوده که داخصی از میزان مطلتوب  

دهند که جذب مطلتوب استت   درایطی را نشان می n>1است. مقادیر 
 (. 27 و 13، 12 

 nmg/g (L/mg)/1( زئولیتت  FKبر این استاس، ارفیتت جتذب     
به عنوان داخصتی از مطلتوب بتودن فرآینتد      nو مقدار پارامتر  05/0

بتود کته هتر دو کمتتر از مقتادیر مربتوط بته         49/1جذب در زئولیت 
( 44/2و  nmg/g (L/mg) 23/0/1تموریلونیتت بودنتد  بته ترتیتب     مون

برای هر دو کانی بیشتر از یک بودنتد کته    nحال، مقادیر بودند. با این
 دهد.درای  جذب مطلوب را نشان می

 2Rاما نکته جالب توجه این بود که در مورد هر دو کانی، مقتادیر  
رای مونتموریلونیت ب 2R=62/0( مشابه بودند  7 ایزوترم تمکین  دکل

 (.2برای زئولیت(  جدول  2R=61/0و 
های غیرمستتقیم متاده جتذب دتده بتا      اثرات برخی از برهمکنش

های جذب توس  تمکتین  دیگر ماده جذب دونده مجاور آن بر ایزوترم
( توصیف ددند و آنتان ااهتار دادتتند کته بته دلیتل ایتن        26و پیژو  
در لایته، بتا افتزایش    هتا  ها، گرمای جتذب همته مولکتول   برهمکنش

یابد. معادلته تمکتین معمتولاً بته     پودش، به صورت خطی کاهش می
 دود:صورت زیر بیان می

ln( )e e

RT
q AC

b

 
  
   

 8) 
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 بادد:و حالت خطی دده این معادله نیز به صورت زیر می

ln lne eq B A B C 
 

 9) 

( ثابتتت  b  J/mol( استتت و RT/bبرابتتر بتتا   Bدر ایتتن معادلتته، 
ثابتت   Aدهتد. همچنتین،   ین است که گرمای جذب را نشان متی تمک

 T( و J/mol.K 314/8ثابت عمومی گازها   L/g ،)Rایزوترم تمکین  

 بادند. ( میKدمای مطلق  
( برای جذب لاکاز از محلول bمقدار انر ی جذب در مدل تمکین  

فرآینتد  دهتد احتمتالاً   آبی توس  هر دو کانی مثبت بود که نشان متی 
 ( بوده است.Exothermicگرماده   جذب
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درجه سانتی 20( در دمای Zeo-Lac( و زئولیت )Mont-Lac) K10های مونتموریلونیت نمودار خطی ایزوترم فروندلیچ جذب لاکاز بر کانی -6شکل 
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درجه سانتی 20( در دمای Zeo-Lac( و زئولیت )Mont-Lac) K10های مونتموریلونیت نمودار خطی ایزوترم تمکین جذب لاکاز بر کانی -7شکل 

 گراد

Lac) -Lac) and zeolite (Zeo-nite K10 (MontLinear plot of Temkin isotherm of laccase sorption on montmorillo -Figure 7

C◦minerals at 25 
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 و زئولیت K10برای جذب لاکاز بر مونتموریلونیت  D-Rهای ایزوترم لانگمویر، فروندلیچ و تمکین و ها و ضرایب تعیین مدلثابت -2جدول 

otherms of laccase absorption on montmorillonite R is-s for Langmuir, Freundlich, Temkin and D2Constants and R -Table 2

K10 and zeolite 

 ایزوترم

Isotherm 
 لاکاز-زئولیت

Zeo-Lac 

 لاکاز-مونتموریلونیت
Mont-Lac 

  لانگمویر

Langmuir 
  

(mg/g) 0Q 6.579 3.095 

b (L/mg) 0.002 0.012 
2R 0.435 0.956 

 فروندلیچ

Freundlich 
  

)1/n(mg/g(L/mg) FK 0.054 0.225 

n 1.491 2.436 
2R 0.874 0.609 

 تمکین

Temkin 
  

A (L/g) 0.028 0.139 

B 1.345 0.670 

b (J/mol) 1842.472 3700.078 
2R 0.640 0.611 

 رادودکویچ-دوبینین
Dubinin–Redushkevich 

(D-R)  

  

qm (mg/g) 2.629 3.000 

)2/J2mol 3ß (×10 0.471 0.619 

E (KJ/mol) 1.030 0.900 
2R 0.596 0.965 

 
(، ایزوتترم لانگمتویر متی   28بر اساس مطالعه وبر و چاکرابورتی  

 (.10( بیان دود  معادله  LRتواند بر حسب پارامتر تعادل  

0

1

1
LR

bC



 

 10) 

ثابتت    b (L/mg)غلظتت اولیته لاکتاز و     0C (mg/L)در اینجا، 
 بادد. لانگمویر می

(، در جتدول  0C( با غلظت اولیه لاکاز  LRتر تعادل  تغییرات پارام
( اگتر  1وجود دارد:  چهار حالت LRنشان داده دده است. برای مقدار  3

1 <L<R 0  ،1( اگر 2بادد، جذب مطلوب است>LR     بادتد، جتذب نتا
 LR=0( اگتر  4بادد، جذب خطی است و  LR=1( اگر 3مطلوب است، 

برای  LR(. مقادیر 33 و 22 ،14، 11بادد، جذب برگشت ناپذیر است  
گتراد در  درجته ستانتی   20هر دو مونتموریلونیت و زئولیتت در دمتای   

حتال،  دهد. با اینبودند که یک جذب مطلوب را نشان می 0-1گستره 
دهتد  به سمت صفر میل کرد کته نشتان متی    LRمقدار  0Cبا افزایش 

بتودن   ها در غلظت اولیه بالای لاکتاز از مطلتوب  جذب لاکاز بر کانی
 بیشتری برخوردار است. 

 
 ( و درصد جذب آنزیم به عنوان تابعی از غلظت اولیه آنزیم لاکازLRتغییرات پارامترهای تعادل ) -3جدول 

) and enzyme removal percentage as a function of the initial concentration of LChanges in equilibrium parameter (R -Table 3

laccase enzyme 
Removal (%) 
 درصد جذب

LR 

(mg/L) 0C  
 لاکاز-زئولیت

Zeo-Lac 
 لاکاز-مونتموریلونیت

Mont-Lac 
 لاکاز-زئولیت

Zeo-Lac 
 لاکاز-مونتموریلونیت

Mont-Lac 
a62.54 c58.26 a0.792 a0.393 125 
c48.93 a69.00 b0.656 b0.245 250 
d42.49 b62.87 c0.488 c0.139 500 
e35.16 d935.7 d0.388 d0.097 750 
b50.92 e27.12 e0.322 e0.075 1000 

 بادند( نمیp<0.05دار  اعداد دارای حروف مشتر  در هر ستون دارای اختلاف معنی

Numbers followed by the same letter in each column are not significantly  differentns (P<0.05) 



 1398اردیبهشت  -، فروردین 1، شماره 33آب و خاك، جلد نشریه      200

 
ترین درصتد جتذب لاکتاز بتر     بالاRemoval% بر اساس پارامتر 

و  250هتای  ترتیب مربوط به غلظتو زئولیت به K10مونتموریلونیت 
mg/L 125 ها نشان داری را با سایر غلظتبود که تفاوت آماری معنی
 دادند.
 

 گیرینتیجه

و زئولیت در  K10های مونتموریلونیت جذب آنزیم بر سطوح کانی
ررار گرفت. بر این اساس، جذب های جذبی مورد مطالعه رالب ایزوترم

 -لاکاز بر مونتموریلونیت تطابق بتالایی را نخستت بتا متدل دوبینتین     
رادودکویچ و سپس با مدل ایزوتترم جتذبی لانگمتویر نشتان داد. بتر      

ها، جذب لاکاز بر کانی مونتموریلونیت فیزیکی بتود و  اساس این مدل
جود دادت. این های فعال بر سطح این کانی وتوزیع همگنی از جایگاه

درحالی بود که جذب لاکتاز بتر زئولیتت بهتترین تطتابق را بتا متدل        
ای آنزیم بر سطح فروندلیچ نشان داد و بنابراین احتمال جذب چندلایه

این کانی و نیز درای  جذب مطلتوب بتر ایتن کتانی محتمتل استت.       
، گرچه جذب برای هتر دو کتانی متورد    LRهمچنین، بر اساس مقادیر 

های اولیته بتالای   وب بود، اما این مطلوب بودن در غلظتمطالعه مطل
ای لاکاز بر ستطح  لاکاز بیشتر بود. بطور کلی به دلیل جذب چند لایه

زئولیت، احتمالا درجه بالاتری از ممانعت فضایی و تغییرات در ساختار 
رود کته کتارآیی کاتتالیزوری    افتد و بنابراین احتمال میانزیم اتفاق می
تتری  اهش یابد. لذا، ااهرا مونتموریلونیت از درای  مناسبآنزیم نیز ک

برای استفاده به عنوان حامل آنزیم برختوردار استت. در هتر صتورت،     
هتای  مطالعات تکمیلی نظیر آزمایشات سینتیکی جهت تصمیم گیتری 

 نهایی کمک کننده خواهند بود.
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Introduction: Laccases are potent enzymes that are capable of oxidizing various phenolic and non-phenolic 
compounds as well as resistant environmental pollutants. One of the most effective methods for improving their 
properties, such as increasing the stability of these enzymes and even increasing their activity, is the 
immobilization of laccases on different carriers. In the process of immobilization, the enzyme is bonded to a 
solid carrier which is insoluble in the reaction mixture. In this process, the movement of the enzyme in space is 
severely restricted, while its catalytic activity is still maintained. One of the carriers used to create recyclable 
biocatalyst systems is mineral. Minerals as inorganic carriers are inexpensive, abundant in nature, readily 
available, and also have high biocompatibility. The objective of the present study was to investigate the 
adsorption properties of Laccase enzyme from T. versicolor fungus on montmorillonite K10 and zeolite minerals 
using Langmuir, Freundlich, Temkin and Dubinin–Radushkevich isotherms. 

Materials and Methods: For this study, the pure laccase enzyme (> 10U mg-1), 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) substrate and montmorillonite K10 mineral (with a specific 
surface area of 220-270 m2/g and a cation exchange capacity (CEC) equal to 30 meq 100 g-1) were purchased 
from Sigma-Aldrich. Zeolite mineral was provided from a mine located in southeast Semnan province. Scanning 
electron microscopy (SEM) images of both minerals, CEC of zeolite with sodium acetate solution (pH=8.2) and 
zeolite surface area were determined. X-ray Diffraction (XRD) and X-ray Fluorescence (XRF) analyzes of 
zeolite mineral were also done. In order to immobilize laccase on the minerals, 200 mg of both minerals were 
activated by shaking with 0.5N HNO3 for 2 hours and a solution of 2% 3-aminopropyltriethoxylane in acetone. 
The activated minerals were treated by a 5% solution of glutaraldehyde in a 0.1M sodium acetate buffer (pH=5) 
and were shaken for 24 hours with 0.25-2.0 mg of the laccase dissolved in the buffer. Langmuir, Freundlich, 
Temkin and Dubinin–Radushkevich isotherms were determined. The experiment was carried out at a constant 
temperature of 20°C. The results were analyzed using the MSTATC software and the means of the data were 
compared using Duncan’s multiple range test. 

Results and Discussion: Based on the results, the zeolite type was clinoptilolite with a chemical formula of 
(Na,K,Ca)2.5Al3(Al,Si)2Si13O36.12H2O. Moreover, BET Surface Area, Langmuir Surface Area, t-Plot Micropore 
Area and t-Plot External Surface Area of zeolite were 40.2712, 645.4780, 3.5188 and 36.7524 m2/g, respectively. 
Laccase absorption on montmorillonite K10 showed the highest compliance first with the Dubinin–
Radushkevich model (R2=0.97) and then with the Langmuir adsorption isotherm model (R2=0.96). Based on the 
D-R model, the theoretical monolayer sorption capacity (qm) and the constant of the sorption energy (ß) of 
montmorillonite K10 were 3 mg/g and 0.62 (×103 mol2/J2), respectively. According to the Langmuir isotherm, 
there was probably a homogeneous distribution of active sites on the montmorillonite K10 mineral surface. On 
the other hand, laccase adsorption on zeolite showed the best compliance with the Freundlich model (R2=0.87). 
Accordingly, sorption capacity (KF) of zeolite was 0.05 mg/g (L/mg)1/n. The amount of n parameter as an 
indicator of the favorability of sorption process was 1.49 demonstrating favorable absorption condition. The 
values of R2 obtained for Temkin isotherm model were, however, equal in both minerals (R2=0.62 for 
montmorillonite K10 and R2 = 0.61 for zeolite), and based on this model, the adsorption process was likely to be 
exothermic. According to the values of the equilibrium parameter (RL) of montmorillonite K10, the absorption 
was favorable. However, with increasing the initial concentration of laccase, the amount of RL approached zero 
indicating the laccase adsorption on the mineral is more favorable at higher initial concentrations of laccase. 
Based on % Removal parameter, the highest percentage of laccase adsorption on montmorillonite K10 and 
zeolite was related to concentrations of 250 and 125 mg/L, respectively, which showed a statistically significant 
difference with other concentrations. 
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Conclusion: In general, laccase absorption on montmorillonite K10 showed the best fit with Dubinin–
Radushkevich and Langmuir adsorption isotherm models. On the other hand, adsorption of laccase on zeolite 
mineral showed the best fit with Freundlich model. A higher degree of steric hindrance and conformational 
changes in the enzyme structure is likely to occur and subsequently, the catalytic efficiency of the enzyme 
complexes may decrease. Therefore, montmorillonite is more suited to be used as a carrier of laccase enzymes. 
However, complementary studies such as kinetic tests will help to make final decisions. 
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