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Abstract 
 
Background & Objectives: Laccases are enzymes that belong to the group of oxidases that have 

different applications in various industries. The aim of this study was to evaluate the activity and 

stability of the laccase enzyme produced by a native Aspergillus spp. isolated from olive oil 

waste. High inducer phenolic compounds content of these wastes is main reason of their selection 

as substrate.   

Materials & Methods: In this study, 12 different fungal strains were isolated from olive oil wastes 

and the best strains with the highest enzyme activity was selected as the best strain and was     

identified based on phenotypic and genotypic characterization. Enzyme purification was           

performed using dialysis and zymographic analysis methods. Finally, the effect of various       

physic-chemical factors such as incubation time (6-216 h), temperature (20-40 C) and pH (5, 6, 7 

and 8) on the enzyme stability and activity was evaluated. 

Results: The results showed that the best productive strain belongs to the genus Aspergillus spp. 

The highest enzyme activity was observed at 30 °C (1.57 IU/ml), pH = 6 (1.86 IU/ml) and after 6 

days (1.53 IU/ml). Stability studies showed that the enzyme activity was stable for 6 minutes at  

30-35 °C and pH = 6-7 and about 90% of the enzyme activity was maintained under the above 

conditions. 

Conclusion: The laccase enzyme with significant activity and stability produced by a native strain 

of Aspergillus spp. isolated from olive oil waste due to its high activity and stability can be an  

acceptable candidate for industrial use. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 0711( تابستان 74سال چهاردهم شماره دوم )پیاپی

 6–01صفحات 

ارزیابی فعالیت و پایداری آنزیم لاکاز تولید شده توسط یک سویه بومی آسپرژیلوس جداشده 
 کشی زیتون از ضایعات روغن

 3، شهاب شریعتی2، مهدی شهریاری نور*2، معصومه انوری0فاطمه خیراللهی

گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد رشت، دانشگاه  2 دانشجوی دکترا، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران. 1

 گروه شیمی، دانشکده علوم پایه، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران.  3 آزاد اسلامی، رشت، ایران.

 چکیده

هایی متعلق به گروه اکسیدازها هستند که کاربردهای متنوعی در صنایع مختلف دارند. هددف از اید  لاکازها آنزیم:  سابقه و هدف

ای از جنس آسپرژیلوس بومی جداشده از ضایعات روغ  کشی مطالعه، ارزیابی فعالیت و پایداری آنزیم لاکاز تولید شده توسط گونه

باشد. علت اهمیت انتخاب ای  ضایعات به عنوان ماده اولیه برخورداری ترکیبات فنلی القاء کننده تدولدیدد آندزیدم لاکداز زیتون می

 باشد. می

سویه مختلف قارچی از ضایعات روغ  کشی زیتون جداسازی و سویه برخوردار از بیدشدتدرید   12در ای  مطالعه، :  ها مواد و روش

های فنوتیپی و ژنوتیپی شناسایی گردید. تخلیص آنزیم با اسدتددداده از فعالیت آنزیمی بعنوان بهتری  سویه انتخاب بر اساس ویژگی

 216تدا  6گذاری )های دیالیز وآنالیز زایموگرافی انجام شد. در نهایت اثر عوامل مختلف فیزیکوشیمیایی مانند زمان گرمخانهروش

  ( بر پایداری و فعالیت آنزیم مورد ارزیابی قرار گرفت.8و  5 ،6 ،7) pHدرجه سلسیوس( و  02تا  22ساعت(، درجه حرارت )

درجده    32دمدای   ها نشان داد که بهتری  سویه مولد به جنس آسپرژیلوس تعلق دارد. بیشتری  فعالیت آندزیدمدی دریافته  ها: یافته

( مشاهده شد. مطالعدات پدایدداری IU/ml  1.53روز ) 6( و پس از طی مدت زمان IU/ml  1.86 )=pH 6( و IU/ml 1.57سلسیوس )

درصد از فعالدیدت  02دقیقه پایدار بوده و حدود 6به مدت   =6pH-7درجه سلسیوس و  32-35نشان داد  فعالیت آنزیمی در دمای 

  گردد.آنزیم تحت شرایط فوق حدظ می

توسط سویه بومی از جنس آسپرژیلوس جدا شده از ضدایدعدات آنزیم لاکاز با فعالیت و پایداری قابل ملاحظه تولیدی   گیری: نتیجه

  تواند کاندید قابل قبولی برای مصارف صنعتی باشد.روغ  کشی زیتون بدلیل فعالیت وپایداری بالا می

  کشی زیتون.لاکاز، فعالیت آنزیمی، آسپرژیلوس، ضایعات روغ واژگان کلیدی: 

 
 102295925پذیرش مقاله:                                 102292920ویرایش مقاله:                               1300912912دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، ایران.

 anvari@iaurasht.ac.irپست الکترونیک:                                 20112323082تلد :  

 

 م دمه     

های اکیدوردوکتداز                  از جمله آنزیم               (EC 1.10.3.2)آنزیم لاکاز یا               

حاوی مس است که اکسیژن مولکولی را برای اکسدیدد کدردن                                                  

(. اید         1کند )     ترکیبات آروماتیک و غیر آروماتیک استداده می                                          

آنزیم فرایند اکسیداسیون بسیاری از سوبستراهای آلی از جملده                                                          

ها، اسیدهای کربوکسیلیک و ندیدز                              مونو، دی، پلی و آمینو فنو                           

سوبستراهای غیرفنولی و غیر آلی را تسریع کرده و بدرخدلاف                                                     

هایی برای ادامده                 های اکسیدکننده که نیاز به افزودنی                                 دیگر آنزیم          

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محدوظ است. ای  مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خدلاقدانده )
 ها منتشر شده است. هرگونه استداده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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فعالیت دارند، ای  آنزیم فقط نیاز به اکسیژن دارد تا فدعدالدیدت                                                           

هدای     (. لاکازها، گلیکوپدروتدید                       2کاتالیکی خود را حدظ نماید )                           

دایمر یا تترامری هستند که چهار اتم مس به ازای هر مدوندومدر                                                         

دارند. آنزیم لاکاز در بسیاری از صنایع از جمله سمیت زدایی از                                                            

ها و      های صنعتی در پساب                 زدایی رن          های صنعتی، رن               پساب    

اکسیداسیون و زیست تخری  پذیری ترکدیدبدات فدندولدی و                                               

(. ای  آنزیم به دلیل داشت  قابلیدت                                   3ها کاربرد دارد )                زنوبیوتیک         

اکسیدکنندگی ترکیبات فنولی و غیرفنولی ترکیبات لدیدگدندید                                                      

تواند ترکیبات مشابه که در طبیعت بسیار سخت تجزیه پذیدر                                                        می  

هدا    هستند را نیز تجزیه کرده و به ای  ترتی  در حذف آلایدندده                                                    

(. با توجه به خوا  کاتالیتیک قابل تدوجده                                        0نقش داشته باشد )                

ای  آنزیم، از آن در صنایع مختلف با اهداف متداوت اسدتددداده                                                         

توان به رنگبدری پسداب                     (. از کاربردهای مهم آن می                         5شود )     می  

های فنلی اشداره                کارخانجات نساجی و تجزیه بیولوژیک آلاینده                                       

کرد. به تازگی، کاربرد لاکاز به عنوان کاتالیزور زیستی در سنتدز                                                             

ترکیبات آلی، مورد توجه بسیار واقع شده است و ای  آنزیم بدا                                                          

داشت  توانایی پلیمریزه کردن مواد در صنایع غذایی نیز کداربدرد                                                            

مدیدلادی،          1883پیدا کرده است. نخستی  بار یو شیدا در سا                                           

لاکاز را در شیرابه درختان لاکی چینی یا ژاپندی کشدف کدرد.                                                     

شناسایی و خالص سازی لاکاز از عصاره گیاهی خدام دشدوار                                                   

است و بنابرای  لاکازهای گیاهی کمتر شناخته شدده و مدورد                                                     

اند. لاکازها در انواع قارچها از جدمدلده در                                        استداده قرار گرفته                  

ها و بده ویدژه در تدعددادی از                           ها، دترومایست             آسکومایست         

های پوسنده سدید به وفدور                         ها تحت عنوان قار                  بازیدیومایست            

(. هدف از ای  مطالعه، تولید آنزیدم تدوسدط                                        6شوند )      یافت می       

ای جدا شده از پساب کارخانجات روغ  کشدی                                       های رشته        قار     

زیتون، تخلیص نسبی و بررسی پایداری و فعالیت آنزیم تحدت                                                      

 باشد.     شرایط فیزیکوشیمیایی مختلف می                            

 

 ها    مواد و رو           

، نشاسته، عصاره مدخدمدر،                       PDA   ،PDBهای کشت شامل              محیط    

املا  معدنی شامل اسید فسدریک، پتداسدیدم دی هدیددروژن                                                

فسدات، دی پتاسیم منو هیدروژن فسدات، سولدات مدندیدزیدم،                                                    

کلرید کلسیم، سولدات آه ، سولدات منگنز، سدولدددات مدس،                                                   

وگدایداکدل،            ABTS)آلمان(،            Merckسولدات روی از شرکت                    

کیسه دیالیز، ژ  سدادکس، بافرهای لازم جهت الکتروفدروز ژ                                                        

 )هند( تهیه شدند.                   HiMediaپلی آکریل آمید از شرکت                        

بدی  منظدور از پسداب                    های مولد آنزیم:                 الف( غربالگری قار                   

کارخانجات روغ  کشی زیتون شهرستان رودبار، در شدرایدط                                                   

ها به محیط کشت مایع                     آسپتیک چند نمونه مختلف تهیه و نمونه                                   

PDB                  روز تحت شیکر                7منتقل و به مدت(120 rpm )           در دمای

انتقا  و تدک                PDAمحیط قرار گرفته و پس از آن از به محیط                                     

ای بطور جداگانه خالص سازی گردیددندد                                         های رشته        کلنی قار          

بیوتیک کلرامدنیکل                   ها، آنتی        (. جهت جلوگیری از رشد باکتری                            7)   

  به محیط کشت اضافه گردید. تولید آنزیم توسط هر یک                                                   2921

 ها بطور مستقل مورد بررسی قرار گرفت.                                   از جدایه        

هدای     های تولید کننده لاکاز، ابتدا محیدط                                بمنظور غربالگری سویه                    

  2923کشت جامد حاوی آگار و پساب روغ  کشی زیتدون و                                            

هدای جدداسدازی             درصد گایاکو  تهیه و استریل گردید و قار                                        

ای کشدت        شده فوق الذکر در ای  محیط کشت بصورت نقدطده                                        

درجه سلسیوس در                  32روز در دمای               7داده شدند. پس از طی                     

ها، تولید آنزیدم                 ای رن  پیرامون کلنی                   صورت مشاهده هاله قهوه                     

 (.  8م بت در نظر گرفته شد )                      

هدای     عدلاوه بدر روش           ب( شناسایی قار  جداسازی شدده:                              

ماکروسکوپی مانند بررسی خصوصیات و رند  رو و پشدت                                               

کلنی و خصوصیات میکروسکوپدی، شدنداسدایدی بدر اسداس                                            

( ندیدز اندجدام              rRNA 5.8S)شامل ژن           ITSی های ناحیه           توالی     

( )به منظور رسم درخت فیلوژنتیکی و نیز ارزیابی                                               12و 0گردید )       

از نسخده           (Maximum likelihood)بیشتری  رابطه خویشاوندی                         

 استداده گردید.                  ME Aنرم  افزار              7

  252هدای     بدی  منظور از ارلد                    ( فرآیند تخمیر وتولید آنزیم:                               

لدیدتدر مدحدیدط کشدت حداوی                                    میلدی      122لیتری حاوی            میلی    

   (KH2PO4 0.6گرم بر لیتدر(،             3گرم بر لیتر(، پپتون )                       12گلوکز )       

   (K2HPO4 0.4گرم بر لدیدتدر(،               ( nSO4 0.001 گرم بر لیتر(،               

  (MnSO4 0.05گرم بر لیدتدر(،                  (FeSO4 0.0005گرم بر لیتر(،             

گرم بر لیتر( استداده شدد. پدس از                                  (MgSO4 0.5گرم بر لیتر(،               
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درصد حدجدمدی بده                5تلقی  سوسپانسیون اسپورهای قارچی )                                 

لیتر( به محیط تدخدمدیدر                     اسپور در هر میلی                  125حجمی جاوی           

روز تحت شدیدکدر                        12به مدت         درجه سلسیوس             32ها در       ارل     

گذاری گردیدند. جدهدت تدهدیده                         دور در دقیقه( گرمخانه                       152)   

دقدیدقده         32دور بده مددت              0222محلو  آنزیمی نمونه در                       

سانتریدوژ و محلو  رویی به عنوان محلو  آنزیمدی در ندظدر                                                     

 گرفته شد.         

بدی  منظور از               د( ارزیابی تولید آنزیم به روش سنجش گایاکل:                                              

(. دراید           7( استداده گردیدد )                 2213و همکاران )              Kalraروش   

مدحدسدوب          nm450روش که نوعی رن  سنجی در طو  مو                                  

ای متمایل به قرمز ناشی از اکسدیدداسدیدون                                      گردد، رن  قهوه              می  

گایاکل توسط آنزیم لاکاز ایجاد و فعالیت آنزیمدی بدر اسداس                                                      

 روش رن  سنجی به روش زیر ارزیابی گردید.                                      

 باشد:     مخلو  واکنش شامل اجزای  یل می                             

 (a          ( گایاکل )به میزان یک میلی                      میلی    2 )لیتر    مولار 

 (b )                  ( به میزان سه میلی                             12بافر استات سدیم )لیتر    میلی مولار 

   (c   )                                                  محلو  آنزیمی )محلو  رویی حاصل از سانتریدوژ محدیدط

 لیتر    کشت تخمیر( به میزان یک میلی                           

محلو  بلانک )به جای محلو  آنزیمی مسدتدخدر  شدده از                                               

لیتر آب مقطر در نظر گرفته شد. مخلو  فوق                                         محیط ( یک میلی              

درجه سلسیوس قرار داده شد و سپس                                  32دقیقه در            15به مدت        

ناندومدتدر تدوسدط دسدتدگداه                       052جذب نوری در طو  مو                      

اسپکتروفتومتر قرا ت گردید. فعالیت آنزیم بر اساس پدروتدکدل                                                        

( بر اساس فرمو  زیر تعریف گردید                                 2216منصف و همکاران )                

 (11  :) 

EA = A. /t.e.v 

 که در آن:         

 = A                      نانومتر         052جذب نوری در طو  مو 

 لیتر    حجم کلی مخلو  واکنش بر حس  میلی                                   =

 = v                                 ( میلی    1مقدار محلو  آنزیمی مورد استداده     )لیتر 

 = t          زمان واکنش 

 = e             ( است.         میکرومو  بر سانتی                   296702ضری  گایاکل )متر 

به منظوردستیابی به                    ه( خالص سازی آنزیم وآزمون زایموگرافی:                                       

مقادیر بالای پروتی  از سوسپانسیون کشت مدعدمدولا  اولدید                                                    

است. پس از             سولدات آمونیوم               ها با     دهی پروتی           مرحله، رسوب           

توان از طریق کیسه دیالدیدز                            دهی، سولدات آمونیوم را می                         رسوب    

مدتدر( حدذف کدرد. در                  سداندتدی       195و قطر         14KD)کاتاف        

ها در معر  قرار گرفتده                         های آبگریز پروتی                    دهی، گروه          رسوب    

کدندندد.         های دیگر تجمع پیدا مدی                       های آبگریز پروتی                    و با گروه         

توان آن را دید. از مزایای                               رسوب پروتینی به حدی است که می                             

ای کم، مقدادیدر               توان با هزینه               دهی آن است که می                روش رسوب        

دهی با سدولدددات               بالای پروتی  را رسوب داد. پس از رسوب                                   

 شود.      آمونیوم، محتوای پروتینی با استداده از سانتریدیوژ جدا می                                                       

  از سولدات             82 ،    72 ،    62 ،    52 ،    02های اشباع             ابتدا محلو            

لیتر عصاره خام نمونه آنزیمی آماده در                                      میلی      2آمونیوم تهیه شد.                

یک ارل  کوچک همراه با مگنت در یک بشر حداوی ید  بدر                                                 

روی دستگاه استیرر م ناطیسی قرار داده شد و بطور جداگدانده                                                        

های سولدات آمونیوم کم کم به آن اضافه گردید تا کاملا                                                        محلو      

حل شود. ای  کار  تا زمانی انجام  شد که سولدات آمدوندیدوم                                                       

سداعدت          20اشباع شده و رسوب داد. سپس  ارل  به مددت                                        

ی بعد نمونه با سدرعدت                     داخل یخ ا   قرار داده شد. در مرحله                                  

1000 rpm          درجه سانتدریدددیدوژ                   0دقیقه  در دمای                  12به مدت

آوری شدد.          گردید. محلو  رویی را دور ریخته و رسوب جمع                                         

به رسوب  اضافه شد تا  کامدلا  حدل                                  Trisلیتر از  بافر               میلی      12

 (.  12شود. آنزیم خام در یخ ا  قرار داده شد )                                      

دقیدقده در            1فعا  سازی کیسه دیالیز  با جوشاندن آن به مدت                                             

آب دو بار تقطیر انجام گردید و سپس انتقا  آن بده مدحدلدو                                                       

SDS 1%                                 دقیقه، سدپدس              1و جوشاندن آن دو مرتبه  به مدت

دقیقه جدوشداندده و در                      1دوباره آن را در آب مقطر به مدت                                

نهایت به  آب مقطر منتقل شد. سپس، آنزیم خام به کیسه منتقل                                                            

مدو  بدافدر            میلدی      122و درب آن محکم بسته شد. کیسه  در                                   

Tris      7باpH=          درجه نگه داشتده                  0دقیقه  در دمای                  02به مدت

و بعد از آن دوباره بافر تازه ریخته و یک شد  در یدخد دا                                                      

دقیدقده         02نگهداری شد. سپس بافر دوباره تعوی  و به مدت                                            

 در بافر تازه نگه داشته شد.                          

آمید و قرار دادن آن در دستدگداه                               بمنظور آماده سازی ژ  آکریل                          
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ای کاملا شسته شده و بدعدد از خشدک                               های شیشه        ابتدا صدحه          

ای در هدر          ها در دمای اتاق فاصله گذار بی  دو شیشه                                      شدن آن      

سه طرف آن قرار داده شد. برای جلدوگدیدری از نشدت ژ ،                                                 

درصد مسددود شدد. دوطدرف                        1ها توسط محلو  آگار                      شیشه    

های مدخدصدو            ای توسط گیره            فاصله گذارها صدحات شیشه                       

  12محکم شدند و به صورت تراز بر روی پایه قرار داده شدد.                                                    

را به          TBE(5 )لیتر    میلی      0آمید به همراه               لیتر محلو  آکریل                میلی    

  3لیتر رسانده و سپس برای لود نمودن حددود                                       میلی      52حجم     

ماکرو لیدتدر              32لیتر از ای  محلو  را در لوله فالکون ریخته                                           میلی    

 TEMEDماکرولدیدتدر مدحدلدو                  32و به مقدار              APSمحلو        

(Tetramethyl ethylenediamine)                         به آن اضافه شد و خدیدلدی

سریع محتویات را بی  دوشیشه ریخته تا  انتهای آن بسته شدود                                                         

و از عدم نشت آن اطمینان حاصل گردد.سپس ژ  زیری  ریخته                                                      

های تشکیل شده بر روی آن توسط ایزوپروپداندو  از                                              و حباب      

بی  برده شد تا سط  ژ  صاف شود طور کامل پلیمریزه شدود.                                                      

آمداده شدد و              TEMDدرصد با افزودن                  5ژ  رویی با غلظت                 

ها را داخل آن قرار داده                         روی ژ  زیری  اضافه شد وسپس شانه                               

های اطراف آن خار  شده و اجدازه                               و با تکان دادن شانه حباب                        

ها به       دقیقه( تا ژ  رویی پلیمریزه شود. سپس شانه                                          22داده شد )         

ها در       آرامی بدون آسی  به ژ  خار  شد.برای قرار دادن شیشه                                                 

ها بدرداشدتده            دستگاه الکتروفورز فاصله گذاری پایی  بی  شیشه                                            

ها بده       های کناری شیشه را جدا کرده و چاهک                                 شد و سپس گیره             

ها در دستگاه الکتروفورز در جدای                                سمت بالا قرار گرفت.شیشه                      

خود ثابت شد و محدظه پایینی و بالایی الکتروفورز توسط بافدر                                                         

تانک پر شد و باید توجه داشت بی  دو شیشه پایینی و تداندک                                                       

پایینی حبابی تشکیل نشود در غیر ای  صدورت بدا سدرند                                                  

 شود.    ها خار  می          سرکجی تمام حباب               

هدای پدروتدیدندی بده درون                     ها در ژ  نمونه              جهت لود پروتی               

میکرولیتر از نمدونده                      25ها تزریق شد. به ای  صورت که                               چاهک    

میکرولیتر سمپل بدافدر تدوسدط                            1لدر و       میکرولیتر               6به همراه          

سمپلر کریستالی به انتهای چاهک تزریق شد. سپس دستگاه بده                                                       

  122میلی آمپدربده مددت                   115ولت و         72منبع انرژی  با ولتاژ                    

 دقیقه متصل شد.              

ها از دستگاه الکتروفورز روی سطد                                  پس از خار  کردن شیشه                    

ها جدا شد           های کناری شیشه              صاف گذاشته شد و فاصله گذاری                           

هدا    ها از هم جدا و ژ  متصل به یکی از شیشه                                     و به آرامی شیشه               

توسط اسکالپل جدا و داخل تشت رن  آمیزی قدرار گدرفدت.                                                  

مدیدکدرولدیدتدر             222جهت رن  آمیزی ژ  و هور باند آنزیم از                                    

مولار که شناساگر آنزیدم لاکداز اسدت                                میلی       ABTS 3محلو      

استداده شد و ژ  به مدت یدک                             =pH    8.4دربافر استات سدیم                   

ش  در ای  محلو  قرار گرفت تا باندها بر روی ژ   داهدر                                                    

 شوند.     

 و( اثر عوامل مختلف فیزیکوشیمیایی بر فعالیت آنزیم:                                                   

گذاری: بدی  منظور فعالیت آنزیم در درجده                                        اثر زمان گرمخانه                

  216تا      6های زمانی مشخص )                در بازه         pH=7و      C° 30حرارت     

 ساعت( مورد آزمایش قرار گرفت.                              

هدای             اثر درجه حرارت: بدی  منظور فعالیت آنزیم در حدرارت                                                

مدورد آزمدایدش قدرار                    pH=7درجه سلسیوس( در                   02تا      22)   

 گرفت.     

مختلف بر عملکرد آندزیدم                         pHانواع        بمنظور بررسی اثر                 :   Phاثر     

تهیه        8و     7،   6،   5اولیه متداوت                pHپن  محیط مختلف تخمیر با                         

 گیری شد.        و پس ازاستخرا  آنزیم، فعالیت آنزیمی اندازه                                          

سداعدت        12در تمامی موارد ازمایشات فوق بطور متوسط هر                                           

 گیری جهت آنالیزهای مربوطه انجام شد.                                   یکبار نمونه           

ها و      پایداری آنزیم در درجه حرارت                           ز( ارزیابی پایداری آنزیم:                           

گیری گردید. به ای  منظور چهار درجده                                    مختلف اندازه              pHانواع       

شدد. پدس از              PH=5,6,7,8 و   05و     35،   32،   25حرارت       

دقدیدقده         15های آنزیمی، ابتدا آن را به مدت                                استخرا  محلو              

فدوق قدرار داده و                    pHبطور جداگانه تحت دماها و در انواع                                   

سپس اثر آن بر اکسیداسیون گایاکل ارزیابی گردید تا بهدتدرید                                                          

جهت پایداری آنزیم تعیی  گردد. نتای  بر                                           pHدرجه حرارت و            

 حس  درصد فعالیت باقی مانده آنزیمی گزارش گردید.                                              

 

 ها  یافته     

دوازده ایزوله قارچی طی جداسازی در محیط کشت حداصدل                                                 

هدا بدر اسداس            گردید. خصوصیات مرفولوژیک تمامی جدایده                                    
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 (dataset)توالی نوکلئوتیدی است و در مدجدمدوعده داده  (.  1های مرفولوژیک تعیی  گردید )شکل                                ویژگی     

  ME A7جایگاه نوکلئوتیدی با استداده از نرم افزار 005نهایی،

 (. 1آنالیز شده است )دیاگرام 

 تصویر کلنی قار  مولد آنزیم ب( لام میکروسکوپی.الف( : 1شکل 

 الف

 ب

ها از نظر تولید آنزیم لاکاز مورد آزمدایدش قدرار تمامی سویه

ها بهتری  سویه مولد آنزیم )از نظر کمی( گرفتند. در بی  جدایه

بر اساس خصوصیات مرفولوژیک به جنس آسپرژیلوس تعدلدق 

های محققان دیگر مبنی بر توانایی ها، تایید دادهداشت. ای  یافته

(. 13است ) آسپرژیلوستولید آنزیم لاکاز توسط اعضای جنس 

کده   S rRNA 5.8s))شامدل ژن    ITSیهای ناحیهبرای توالی

های خویشاوندد ( را در میان گونه◆ ی مورد نظر )موقعیت سویه

های شداخدص بدا دهد. سویهنشان می  Aspergillusدر جنس 

ی دسدتدرسدی بده اند. شمارهمشخص شده  Tعلامت بالانویس 

در پرانتز نوشدتده شدده اسدت. قدار    enBank ها در توالی

Aspergillus nutans 121.56 CBS   به عنوان گدروه خدارجدی

انجام شد. مدقددار    Bootstrapتکرار 1222تعیی  شد. آنالیز با 

Bootstrap  که در کنار هر شاخه(branch)   نشدان داده شدده

های مرتبدط، بدا ها تاکسونهایی که در آناست، درصد درخت

دهدد. اند را نشان میقرار گرفته (cluster)یکدیگر در یک دسته 

  در درخدت نشدان داده شدده 52بیش از   Bootstrapمقادیر

 Maximum Compositeاست. فواصل تدکدامدلدی بده روش

Likelihood ها تعداد جایگزینی باز بده محاسبه شد و واحد آن

جایگزینی باز بده   2921ازای هر نوکلئوتید است. خط مقیاس، 

 10دهد. آنالیز شدامدل ازای هر جایگاه نوکلئوتیدی را نشان می

 ها.درخت فیلوژنتیکی آسپرژیلوس جدا شده با سایر آسپرژیلوس: 1دیاگرام 

دهد. همانطدور نتیجه آنالیز زیموگرافی لاکاز را نشان می 2شکل 

ای رن  نشانده واکدندش شود باند قهوهکه در شکل مشاهده می

 آنزیم و سوبسترا و نشان دهنده تخلیص آنزیم است.

 mM  3ABTSزیموگرافی فعالیت لاکاز درژ  رن  آمیزی شده با : 2شکل

 ( آنزیم لاکاز خالص شده.  L1لای  

اثر شرایط تخمیر بر تولید بیومس و فعالیت آنزیمی نتای  زیر را 

 نشان داد:

گذاری: پس از کشت قار  در مدحدیدط الف( اثر زمان گرمخانه

گذاری بر تولید بیومس و فدعدالدیدت تخمیر اثر زمان گرمخانه

گذاری نقش داد زمان گرمخانهنتای  نشان   آنزیمی تعیی  گردید.

درجده  32بسیار مهمی در رشد و تولید آنزیم دارد. در دمدای 

تولید آنزیم تقریبا در سومی  روز از آغداز تدلدقدید   سلسیوس

( شروع شده و در روز شدشدم      08های قارچی )ساعت  اسپور

( اما تولید IU/ml 1.53رسد)ساعت ( به حداک ر خود می100) 
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( بده حدداکد در رسدیدد             102بیومس در روز هشتم )ساعت 

 (2.93 g/100ml بعد از روز ششم تولید آنزیدم و بدیدومدس .)

قارچی به دلیل کاهش مواد غذایی در محیط کاهش یافدت. در 

روز نهم عملا تولید کاهش چشمگیری داشته و پدس از آن 

 تولیدی مشاهده نشد.

ب( اثر درجه حرارت بر تولید آنزیم: پس از کشدت قدار  در 

های مختلف بر تولید بیومس و محیط تخمیر اثر درجه حرارت

مشداهدده  3فعالیت آنزیمی تعیی  گردید. همانطور که در شکل 

درجه سلسیوس بهدتدرید  حدرارت  32شود درجه حرارت می

روز بده  6و  8بیومس و فعالیت آنزیمی پس از برای تولید 

 .بود IU/ml  1.53و  g/100 ml 2.93ترتی  به میزان 

را به منظدور   pHپیش آزمایشات انجام شده در ای  تحقیق تاثیر 

 pHاثر کلی  6جهت تولید تایید نمود. شکل   pHانتخاب بهتری  

 .دهدای نشان میدقیقه 15طی واکنش  را

 شود بیشتری  فعالیت آنزیمیمشاهده می 6همانطورکه در شکل 

pH=6  یابدد. مشاهده و پس از ان فعالیت با شی  تند کاهش می

درصد فعالیدت آن  02بیش از   دادارزیابی پایداری آنزیم نشان 

حدددظ  32-35و حرارت محدوده  6-7محدوده   pHدر انواع 

با پایداری آنزیم لاکداز وجدود گردید. گزارشات زیادی مرتبط 

و درجده   pHندارد و اساسا از دست دادن قابلیت آندزیدم در 

های کاربرد آن در زیست های خا  یکی از محدودیتحرارت

گذاری بر رشد و تولید لاکداز تدوسدط اثر درجه حرارت گرمخانه  : 3شکل

   آسپرژیلوسقار  

درجه سلسیدوس  35تا  25نتای  نشان داد که فعالیت آنزیمی از 

روند افزایشی داشته است و بهتری  درجه حرارت برای تولدیدد 

باشد. پیش آزمایشات انجام شده در می    c◦ 32فعالیت آنزیمی 

ای  تحقیق تاثیر درجه حرارت تولید را به مندظدور اندتدخداب 

اثر کلدی  0بهتری  طیف حرارتی جهت تولید تایید نمود. شکل 

 .دهددقیقه ای نشان می 15طی واکنش  دما را

 ای.دقیقه 15اثر کلی دما طی واکنش : 0شکل

شود بیشتری  فعالیت آنزیدمدی همانطورکه در شکل مشاهده می

درجه سلسیوس مشاهده و پس از آن فعالیت با شی  تندد  32در

 یابد.کاهش می

، pH  0پس از کشت قار  در محیط تخمیر، اثر انواع  :  pH ( اثر

های زمانی مختلف بر تولید بیومس و فعالدیدت در بازه 7و  6، 5

آنزیمی تعیی  گردید. نتای  نشان داد بهتری  میزان تولید بیومس 

و  ml 9g  3 100به میزان    به ترتی   pH=  6و فعالیت آنزیمی در 

IU/ml 1.68 بود. 

  آسپرژیلوس رشد و تولید آنزیم لاکاز حاصل از قار بر   pHاثر : 5شکل 
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داروهای ضد سرطان نیز کاربرد دارند و به مواد آرایشی اضافده  فناوری است.

(. عدوامدل 17شوند تا اثرات سمی آنها به حداقل بدرسدد )می

متعددی بر تولید ای  آنزیم موثر است. از جمله اید  عدوامدل 

، pHتوان به منبع کرب ، منبع نیتروژن، عوامل القا کننده، دما،  می

گذاری و نوع فرآیند تدخدمدیدری اشداره کدرد            زمان گرمخانه

(. در ای  مطالعه ابتدا آنزیم لاکاز توسط یدک سدویده 22و18) 

آسپرژیلوس جدا شده از پساب کارخانجات روغ  کشی زیتون 

تولید و خالص سازی گردید. سپس اثر عوامل مدخدتدلدف بدر 

 پایداری و فعالیت آنزیم مورد سنجش قرار گرفت.  

گذاری نقش بسیار مهمی در رشد و تولید آندزیدم زمان گرمخانه

تولید آنزیم تدقدریدبدا در  c ◦  32در ای  مطالعه، در دمای   دارد.

سداعدت(  08سومی  روز از آغاز تلقی  اسپورهای قدارچدی )

ساعت( به حدداکد در خدود  100شروع شده و در روز ششم )

( اما تولید بدیدومدس در روز هشدتدم              IU/ml  1.53رسد ) می

(. ای  نتای  بدا g/100ml  2.93ساعت( به حداک ر رسید ) 102) 

، منصف وهمدکداران 2213و همکاران در سا   Karlaهای یافته

کده  2211در سدا    Nityanand  و  Desaiو  2216در سا  

گذاری گزارش بیشتری  تولید را شش روز پس از آغاز گرمخانه

(. نتای  ای  تحقیق با ندتداید  21و11و 7نمودند، مطابقت دارد )

Kumar    روی تولید آنزیم لاکاز توسط 2216و همکاران در سا

ها دریافتند که ماکزیمم آسپرژیلوس فلاووس مطابقت ندارد. آن

و در روز دوازدهم از آغاز فدرآیدندد   IU/ml 17.39تولید آنزیم 

و همکاران طی تدحدقدیدقدی   Sadhavisham(. 10تخمیر است )

های قارچی مشابه شروع تولید آنزیم را طی دومید  روی سوش

گذاری و ماکزیمم تولید را در روز چدهدارم روز از گرمخانه

گزارش نمودند و دریافتند که پس از روز هشدتدم تدولدیددی 

(. زمان تولید ماکزیمم آنزیم برای سدایدر 22پذیرد )صورت نمی

روز( و در  7تا  5)   Botryis cinereaم ل های قارچی جنس

دهمی  روز از آغداز فدرآیدندد   anoderma مورد گونه جنس

تخمیر گزارش شدده اسدت. هدمدید  زمدان بدرای قدار       

Pleurotus florida ،12  روز با مقدار ماکدزیدمدمIU/ml  4.60 

، 2213و همکاران در سا    Karla(.  23گزارش گردیده است )

Desai  وNityanand    نیز بیشتری  تولید آنزیم را  2211در سا

 دقیقه واکنش. 15بر فعالیت آنزیم لاکاز طی زمان  pHاثر : 6شکل 

 های مختلف.پایداری آنزیم در درجه حرارت: 7شکل 

 مختلف. pHپایداری آنزیم تحت انواع : 8شکل 

 بحث

زیسدتدی،   مطالعات زیادی بر روی لاکازها از لحاظ عدمدلدکدرد

اختصاصیت سوبسترایی، ساختار همراه با مس و کداربدردهدای 

ای  آنزیم توسط تدعدداد زیدادی از  .صنعتی انجام شده است

هدا، (. در قدار 10شود )ها تولید میها، گیاهان و قار باکتری

های مختلدی از نظر فیزیولدوژیدکدی از جدمدلده لاکازها نقش

مورفولوژی، تعامل پاتوژن و میزبان، دفاع از تنش و تدخدرید  

(. به دلیل استداده از سوبستدراهدای 15لیگی  را بر عهده دارند )

ای گسترده، ای  آنزیم دارای کاربردهای بالقوه صنعتی گسدتدرده

مانند سدید کردن خمیر کاغذ، رن  زدایی، توسعه کاتد اکسیدژن 

های سوخت زیستی، حسگرهای زیستی، تصدددیده برای سلو 

(. 16های محیدطدی اسدت )بیولوژیکی و سم زدایی از آلاینده

هم نی ، لاکازها در پزشکی برای تهیه داروهای خا  مداندندد 
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(. 21و7روز  کر کرده اند ) 6ای در زمان های رشتهتوسط قار 

و همکاران بدر عدوامدل   Tellezدر تحقیقات انجام شده توسط

گذاری مدورد تاثیر گذار در تولید آنزیم لاکاز اثر زمان گرمخانه

اند که در کشدت مورد مطالعه قرار گرفته است و آنان در یافته

نزدیدک بده پدانصدد   Pleurotusای جنس ور قار  رشتهغوطه

ساعت پس از شروع تخمیر تولید آنزیم به حداک ر مقدار خدود 

سداعدت از  15رسید اما افزایش تولید از دومی  دوره زمانی 

(. 20شروع تخمیر آغاز و با یک سیر صعودی ادامده یدافدت )

بدیهی است که ای  زمان به قابلیت سازگاری قار  با مدحدیدط 

هدا در مورد نظر و اجزای موجود در محیط و وجود القا کنندده

 محیط کشت بستگی دارد.  

درجه حرارت عامل دیگری است که بر روی تولید لاکاز مدوثدر 

بهتری  حرارت برای   c  ◦30است. در ای  مطالعه، درجه حرارت 

روز بترتدید  بده  6و  8تولید بیومس و فعالیت آنزیمی پس از 

و همکاران در    Kumarبود. IU/ml 1.53و  ml1009g 2.93  میزان

دمای بهینه تولید آنزیم توسدط قدار  رشدتده ای  2216سا  

Aspergillus flavous  را◦c35   ها دریافتندد اند. آنگزارش نموده

و در حضور پپتون و سلولز   = c35،  7pH◦ تولید آنزیم در دمای 

و همکاران در   Palonon(.  10به بیشتری  میزان خود می رسد )

حداک ر فدعدالدیدت  1006و همکاران در سا    u و 2223سا  

درجده  52تدا  32های لاکاز قارچی مزوفیل را بدید  آنزیم

هدا در      سلسیوس گزارش نموده و ثابت کردند که اید  آندزیدم

◦c  60  (. 26و25دهندد )فعالیت خود را بطور کامل از دست می

Shraddha   اثر درجه حرارت برتولیدد  2211و همکاران در سا

آنزیم لاکاز را بر حس  نوع میکروارگانیسدم مدولدد، بسدیدار 

اند. بهتری  دما برای تولید آنزیم توسط قدار  متداوت  کر کرده

و بدرای قددار    Pyenoporus Sanguineus  c  ◦25ای رشدتده

(. 27گزارش شدده اسدت )  c35◦    ای جنس ترایکودرما رشته

Elshfei   دمای  2212و همکاران در ساc  ◦30   را بده عدندوان

گدزارش  Penicillium martensiiدمای بهینه تولید آنزیم توسط 

سدازی تدولدیدد آندزیدم نمودند، همی  درجه حرارت در بهینه

سدازی ژن با کدلدون 2216و همکاران در سا    Kumarتوسط

بهتری  دما تعیی  شد که اید    مولد آنزیم در گونه آسپرژیلوس

هدا خدواندی دارد. آننتیجه با نتای  حاصل از ای  تحقیق هدم

روز پدس از  6به مدت   c  ◦30حداک ر تولید آنزیم را در دمای 

گذاری گزارش نموده و بده حدداکد در شروع فرایند گرمخانه

لیتر محدیدط دسدت یدافدتدندد            میلی 52گرم به ازای  5بیومس 

حداک ر فدعدالدیدت  2213و همکاران در سا    Karla(.  28و10) 

تدا  02های رشته ای در محدوده آنزیمی لاکاز جدا شده از قار 

اند که با هیچ یک از محققدان درجه سلسیوس گزارش کرده 62

فوق مطابقتی نداشته و شاید دلیل ای  عدم مطابقت آن است که 

 (.  7آنزیم مذبور مقاوم به حرارت بوده است )

اساسا اثر درجه حرارت در تولید لاکاز بده خصدو  درجده 

حرارت بهینه بمنظور تولید از یک سویه قارچی به سویه دیگدر 

              32تدا  25بسیار متداوت است امدا غدالدبدا در مدحددوده 

مندجدر بده   c  ◦30(. در اغل  موارد دمای بالاتر از 20باشد )می

و همکاران در بررسی اثدر   Afreenکاهش تولید گردیده است. 

  Arthrospiraدرجه حرارت بر تولید آنزیم لاکاز توسط قدار 

دریافتند. که بهتری  زمان درجه حرارت برای تولید آنزیم دمای 

ها دریافتدندد روز از ابتدای تخمیر است آن 0درجه به مدت  32

درجه باعث کاهش تدریجی  35به  32افزایش درجه حرارت از

شود و نتای  حاصل از تحقیق ای  محدقدقدان در تولید آنزیم می

خوانی دارد غال  تحقیقات حاکی از آن نیز با تحقیق حاضر هم

های اولدیده رشدد ها متابولیسماست که با توجه به اینکه آنزیم

ها هستند رشد صحی  قار   تعیی  کننده میدزان میکروارگانیسم

(. درجه حرارت بدر خدوا  32بهینه تولید آنزیم خواهد بود )

های سوخت و سازی آن محیط آبی میکروارگانیسم و بر فعالیت

خصوصا بر میزان دسترسی میکروارگانیسم به موارد کدل اثدر 

 (.6مستقیم دارد )

pH   عامل موثر دیگر در تولید آنزیم لاکاز است. در مدطدالدعده

حاضر، بهتری  میزان تولید بیومس و فعدالدیدت آندزیدمدی در        

6=  pH    به مدیدزان    به ترتیml100 93 g  و  IU/ml  1.68  بده

ای های رشدتدهبهینه برای فعالیت آنزیم در قار    pHدست آمد.

 pH (. اثر11گزارش شده است ) 6تا  0مولد لاکاز در محدوده 

ها انکار ناپذیر اسدت. اثدر در تولید ای  آنزیم مانند سایر آنزیم

pH  های قدارچدی و معمولا به دنبا  ضعف در رشد میسیلیوم
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شود. قاعدتا تولیدد بدیدومدس محدودیت تولید آنزیم اعما  می

(. 31بایست با تولید آنزیم همخوانی داشته بداشدد )قارچی می

بهینه فعالیت آنزیدم تدا حدد  pHها حاکی از آن است که یافته

زیادی به نوع سوبسترای مورد استداده آن بستگی دارد. در مورد 

حددود  ABTSبرای سوبسترای   pHاغل  لاکازهای قارچی ای  

 (.  35و32و21و7باشد )می 7تا  6و برای گایاکل بی   3

 pHبر تولید آنزیم بدر   pHبیشتری  تحقیقات در خصو  اثر 

آغازی  فرآیند تخمیر متمرکز شده است و متناس  با نوع سویه 

(. لذا 36گزارش گردیده است ) 7تا pH  6قارچی تولید بهینه در 

دهد. اثدر های فوق مطابقت نشان مینتای  تحقیق حاضر با یافته

pH هدای قدارچدی و معمولا به دنبا  ضعف در رشد میسیلیوم

شود از قاعدتا تولید بدیدومدس محدودیت تولید آنزیم اعما  می

(. 31بایست با تولید آنزیم همخوانی داشته بداشدد )قارچی می

 pHاست و   pHاساسا تولید تمامی لاکازهای قارچی وابسته به 

اسدت و  3-  595ها بر سوبستراهای فنلی بهینه برای عملکرد آن

خن ی یا قلیایی غیر فعا  اما از نظر ساختار پدایددار   pHغالبا در 

و همکاران بر روی اثدر   Elshafei(. در مطالعه37و 26هستند )

مشخص شد که   pHعوامل مختلف در تولید آنزیم خصوصا  اثر 

در   Penizilliumبیشتری  میزان آنزیم لاکداز تدوسدط قدار 

رسدد کده در  تولید شده است و به نظر مدی pH=5.5محدوده 

با ایجاد ت ییر در سداخدتدار سده   pH  صورت افزایش یا کاهش 

گردد و عدلاوه بدر آن کده بعدی آنزیم فعالیت آن مختل می

(. به 38دهد )رشد قار  را نیز تحت تاثیر قرار می pHنوسانات 

برعملکرد لاکازها تحت تداثدیدر عدوامدل   pHنظر می رسد اثر 

مختلف فیزیکوشیمیایی منجمله پتانسیل اکسیدداسدیدون احدیدا 

 (. 37باشد ) می

هدای آن جدهدت پایداری آنزیم یکی از مهمتدرید  ویدژگدی

باشد. بر اساس نتای  حداصدلده از اید  کاربردهای صنعتی می

و  6-7محدوده   pHدرصد فعالیت آنزیم در  02مطالعه بیش از 

و همکداران در   Sondhiحدظ گردید.  32-35حرارت محدوده 

نوعی لاکاز مقاوم به حرارت جدا شده از بداکدتدری  2215سا  

 c ◦70ساعت در  20را با قابلیت پایداری  باسیلوس تکولنسیس

درصد از فعالیت خدود  82اند. ای  آنزیم توانست گزارش نموده

 (.  30را در ای  بازه زمانی حدظ نماید )

Parabin    پایداری آنزیم جداسازی از  2216و همکاران در سا

 pHرا در محددوده   anoderma Lucidum کشت قار  کپکی 

 182درجه سلسیوس به مدت  82تا  22و حرارت  8تا  2برابر 

دقیقه بررسی نمودند. بررسی نتای  نشان داد که آنزیم فعالدیدت 

بدهدتدرید     =5pHکند. حدظ می pHخود را در طیف وسیعی از 

pH   از نظر پایداری آنزیم بوده  و درpH   بالاتر از آن فعدالدیدت

یابد. در صورتدی کده زمدان در درصد کاهش می 82آنزیم تا 

دقیقه افزایش یابدد  182به بیش از   pH= 6معر  قرارگیری در 

دهد.از نظر ثبات درصد از فعالیت خود را از دست می 03آنزیم 

و     c◦50حرارتی مشاهده شد که بهتری  دما برای پایداری زیدر

و بالاتر فعالدیدت     c◦70بوده و با افزایش دما تا    c◦30بهینه دما 

 (.02رود )آنزیم بطور کامل از دست می

Mabrouk    با بررسی پایداری آندزیدم  2212وهمکاران در سا

دریافدتدندد کده   Trematos phaeria mangroveiخالص قار  

دهی بستگی دارد پایداری فعالیت آنزیم به دما و مدت حرارت

دقیقده بدهدتدرید   62آنزیم به مدت   c  °35بدی  ترتی  که در 

درجه سلسدیدوس  05تا  02پایداری را از خود نشان داد اما در 

درصد فعالیت آنزیم از دست رفدت.  52دقیقه بیش از  62طی 

درجه سلسدیدوس، بده  82تا  65در دماهای بالاتر در محدوده 

(. 01رود )درصد فعالیت آنزیم از دست می 08دقیقه،  62مدت 

 pH=4متداوت نیز ثابت شد در  pHدر خصو  پایداری تحت 

، =4.5pHدقیقه حاصل شدده و در  62بیشتری  پایداری طی 

 3.5pH= ،50903  دقیدقده و در 32درصد فعالیت طی 87920

، pH    5گردد. در اندواع دقیقه حدظ می 62درصد فعالیت طی 

درصدد از  01تا  82دقیقه فعالیت آنزیم بی   32طی  6و  595

 pHرسد که تنوع در پایداری آنزیم در رود. به نظر میدست می

های مختلف به منبع جداسازی میکروارگانیسم ندیدز و حرارت

 (. 02بستگی دارد )

در تحقیق حاضر نیز بهتری  پایداری در شرایط اسیدی حاصدل 

شده است که مشابه تحقیق فوق و بسیاری تحقیدقدات دیدگدر 

باشد. در گزارشات متعدد دیگر پایداری فعالیت عمدتدا در  می

pH  ( 05و03خن ی و کمی قلیایی گزارش گدردیدده اسدت .)
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توان  مختلف می  pHها و ازدلایل دیگر تنوع پایداری در حرارت

به ساختار مولکولی آنزیم اشداره کدرد. در بدرخدی مدواقدع 

هایی از انتهای مولکولی به ت ییرات شیمیایی و فیدزیدکدی  بخش

حساس تر هستند لذا به آسانی فعالیت اکسیداتیو خدود را از 

دست داده و تقلی  شدده و پدایدداری خدود را از دسدت       

 (.06دهند ) می

 

 نتیجه گیری 

در ای  مطالعه نوعی آنزیم لاکاز تدوسدط قدارچدی از گدونده 

جداسازی شده از ضایعات زیتون تولیدد گدردیدد.  آسپرژیلوس

فعالیت بالا و قابل قبو  آنزیم و پایداری نسبتا مناسد  آن در 

pH  تواند ایده استداده از های مورد آزمایش، میو درجه حرارت

  آن را جهت کاربرد صنعتی مطر  سازد.

 

 ملاحظات اخلاقی

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار 

سازی را در ای  مقالده رعدایدت   ها و داده دوگانه، تحریف داده
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