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و تعیین خصوصیات Trametesآنزیم لاکاز قارچسازيخالص
ه آزمایشگاهیع: یک مطاللاکاز نوترکیبفیزیکوشیمیایی
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22/3/97پذیرش مقاله:21/3/97دریافت اصلاحیه از نویسنده:9/2/97ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:15/11/96دریافت مقاله:

چکیده
عنوان  بهباشند که میلیواکسیداسیون ترکیبات فنکاتالیز ا قابلیت بهایکی از اصلی ترین پروتینلاکازها زمینه و هدف:

آب سازيمحیط زیست، شفافدرزدایی، سمدر صنایع رنگزداییجهت رنگ بري و رنگ بیوکاتالیست در بیوتکنولوژي
با بازده بالا و تعیین خصوصیات سازي، خالصتولید لاکاز نوترکیبهدف از این پژوهش،.کاربرد دارندغذاییدر صنایعهامیوه

.باشدمیبیوشیمیایی و کینتیکی لاکاز تخلیص شده 

بیان ،که در میزبان مخمري به شکل خارج سلولیقارج ترامتوسنوترکیب لاکاز ،در این مطالعه آزمایشگاهی:هامواد و روش
و کروماتوگرافی به روش ژل فیلتریزاسیون تخلیص ني اولترافیلتریزاسیوهاا استفاده از روشبمرحلهینطی چند.شده است

ان ، خصوصیات فیزیکوشیمیایی لاکاز نوترکیب بررسی و میزپس از تعیین وزن مولکولیوتعیین یی روند تخلیص آو کارشد
.دیانجام گرداریو انحراف از معنیانگیتکرار و احتساب م3ها با انجام حداقل آزمونیتمامپایداري حرارتی آنزیم تعیین شد.

وزن مولکولی ولیص شد خدرصد فعالیت آنزیمی ت7/49برابر با حفظ 67/5نتایج نشان داد لاکاز با موفقیت و بازده :هایافته
خصوصیات تعیین شد.8/4و C°60شده به ترتیبصیلختبهینه لاکاز pHدما ودالتون تعیین شد.کیلو65نوترکیب لاکاز 

.داردبرابر حرارت دری یپایداري بالالاکاز نشان داد کهنوترکیببررسی پایداري دمایی لاکاز .دتعیین شنیزآنکینتیکی 
لاکاز نوترکیب با حفظ سازيمد جهت خالصآروشی کاردتوانمیژل که روش کروماتوگرافی نشان دادنتایج:گیرينتیجه

تواندمیحفظ فعالیت و که لاکاز نوترکیب تخلیص شده با بازده بالا طوريی و پایداري حرارتی بالا باشد، بهخصوصیات آنزیم
باشد. کاربرد داشته،زیستحیط مزداییسمو، محیط زیست و غذاییی، نساجیصنایع دارویدر 

،خصوصیات فیزیکوشیمیاییTrametesزیم لاکاز، قارچآن، سازيخالصکلیدي:هاي واژه

، ایراناسلامی واحد تهران مرکزي، تهران، دانشگاه آزادزیست شناسی، دانشکده علوم پایه(نویسنده مسئول) استادیار گروه-1
a.hesampour@gmail.comپست الکتریکی :، 021- 22686906دورنگار: ، 021- 22686906تلفن: 

، ایراناسلامی واحد تهران مرکزي، تهران، دانشگاه آزادزیست شناسی، دانشکده علوم پایهگروه-2
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مقدمه
ي حاوي مس با چند ها) آنزیمE.C. 1.10.3.2لاکازها (

هسته هستند که اکسیداسیون انواع ترکیبات فنولی و غیر 

دهند. میآلی را به همراه کاهش اکسیژن به آب انجام 

اي توزیع و در گیاهان، طور گستردهدر طبیعت بهلاکاز 

شناسایی شده است. هاو به ویژه قارچهاحشرات، باکتري

فنولی داراي تنوع زیادي از ترکیبات ديسوبسترهاي لاکاز

ي هاو پلی فنولی تا دي آمین، آروماتیک آمین و فنول

طور ي اکسیداتیو بههااین آنزیماست.متغیرجایگزین 

اوان هستند که ي بازیدیومیست فرهاخاص در قارچ

به طور طبیعی ها،توانند باعث کاهش تجزیه لیگنینمی

ردن پلیمریزاسیون، شوند. لاکازهاي قارچی براي کاتالیز ک

لی ویلاسیون ترکیبات فن، متیلاسیون و دمتدپلیمریزاسیون

که متعلق به Trametes. قارچ ]1-2[اند شناخته شده

یکی ،استهادر بازیدیومیستWhite-rotي هاگروه قارچ

آید.میترین تولید کنندگان لاکاز به شمار از مهم

احث کاربردي بیوتکنولوژي در مورد نقش لاکازها در مب

زدایی و پایداري ، کاتالیزر در سمپالایش زیستیچون هم

از ي آلی مطالعات متعددي انجام شده است.هادر محلول

طبیعی به که لاکازهاي تولید و ترشح شده از منابع ییآنجا

ي هاي گزاف پروسههادلیل بازده تولیدي کم و هزینه

آنزیم، براي اهداف صنعتی و سازيو خالصسازيآماده

لذا با استفاده از بیان ،تولید انبوه مناسب نیستند

ازده تولید توان بمیهترولوگوس و تخلیص لاکاز نوترکیب 

زها به صورت لاکاکه آنجایی. از آنزیمی را افزایش داد

طبیعی در مقیاس اندك و به با خلوص پایین توسط 

یی مناسبی در آلذا کار،شوندمیتولید هامیکروارگانیسم

. پذیري کندي دارندو اثرمطالعات و کاربري ندارند 

،بنابراین در صورت تولید نوترکیب لاکاز و تخلیص آن

عملکردي سریع باتوان لاکازي با فعالیت ویژه بالا می

داشت تا بتوان در سطوح آزمایشگاهی جهت بررسی 

ساختاري و مهندسی پروتئین، خصوصیات کینتیکی و 

تا پایلوت در پاکسازي محیط pHپایداري حرارتی و 

زیست از آن در مطالعات پژوهشی آزمایشگاهی و صنعتی 

استفاده نمود. همچنین تخلیص لاکازها مرحله اي ضروري 

نتیکی و بیوشیمایی جهت تعیین خصوصیات دقیق کی

آنزیم به منظور کاربري در صنایع دارویی، نساجی و غذایی 

. ]3-5[باشدمیچنین محیط زیست و هم

سازي تولید لاکاز نوترکیب، خالص،حاضرهدف از پژوهش

با بازده بالا و تعیین خصوصیات بیوشیمیایی و کینتیکی 

.بودلاکاز تخلیص شده 

هامواد و روش
PADو BMGY,YPDBMMY,ي کشت هامحیط

Pichia Adenine Dropout)( از شرکتInvitrogen

خریداري شد. کلیه مواد شیمیایی مورد آزمایش از 

ستون خریداري شد. Merckو Sigmaي هاشرکت

اولترافیلتریزاسیون آمیکون و غشاهاي دیالیز از شرکت 

پور تهیه شد. ستون کروماتوگرافی تمایلی از شرکت میلی

GE Healthcare.باکتري آمریکا خریداري شدE.coli

و ترانسفورماسیون مورد سازيجهت کلونαDH5سویه 

Pichia)پاستوریسپیکیااستفاده قرار گرفت. مخمر

pastoris) سویهGS115 (his4) و ناقل بیانیpPinkα-

HC(7/9Kb) از شرکتInvitrogen.کلونی خریداري شد

مل لاکاز در محیط مایع پیکیا پاستوریس نوترکیب حا

بیان ژن ءکشت داده شد و به منظور القاBMGYبیانی 

ی ئبه محیط القاAOXی ئلاکاز تحت کنترل پروموتور القا

1(v/v)استفاده از متانول منتقل شد و با BMMYمایع 
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- به.]6[گردیدءروز القا4به صورت روزانه به مدت درصد

لاکاز نوترکیب، سوپرناتانت کمی بیان آنزیم منظور بررسی

سنجش فعالیت آنزیمی لاکاز با جداسازي شد و

و طول موج C°30سوبستراي سرین گالدازین در دماي

نمودار استاندارد .]7-8[گیري شدنانومتر اندازه530

با غلظت مشخص هاسنجش نمونهدفورد با استفاده ازآبر

ن نتایج تهیه شد که جهت استاندارد نمود،BSAپروتئین 

ي سوپرناتانت با فعالیت لاکازي جهت هاجذب نوري نمونه

همچنین تعیین پروتئین کل مورد استفاده قرار گرفت.

نمودار استاندارد لاکاز حهت استاندارد نمودن نتایج جذب 

ي سوپرناتانت با فعالیت لاکازي مورد هانوري نمونه

ر در نهایت فعالیت ویژه لاکاز دو استفاده قرار گرفت 

بهترین تعیین شد.U/mgبر حسب سازيمراحل خالص

شرایط کشت به منظور تولید حداکثري لاکاز استفاده شد

لاکازي ت فیلتر شده داراي فعالیت حداکثرو سوپرناتان]9[

استفاده شد. تمامی مراحل سازيجهت مراحل خالص

انجام گرفت. ابتدا گراد سانتیدرجه 4در سازيخالص

سی سی از سوپرناتانت داراي فعالیت لاکازي توسط 150

0ر محدوه تغلیظ اضافه نمودن پودر آمونیوم پرسولفات د

د از اضافه نمودن آمونیوم بع.دهی شددرصد رسوب65تا 

ساعت 24براي ċ4، محلول حاصل در دماي سولفات

10به مدت g10000باċ4سپس در دماي وگهداري ن

د و پس از حذف محلول رویی و دقیقه رسوب داده ش

به منظور حل شد. =5pHبافر سدیم فسفات با رسوب در 

ء، محلول آنزیمی در داخل غشاکاهش میزان نمک

D0530(دیالیزي SIGMA (باMW= 12400 در معرض

بار تعویض 3و با ساعت 18به مدت سدیم فسفات بافر

فاده از سپس محتویات کیسه دیالیز با است.بافر دیالیز شد

قدرت تفکیک فیلترهاي ساخت کمپانی آمیکون با 

(Cutoff)a30 کیلو دالتون به روش 50و

درجه 4دقیقه در 20براي مدت اولترافیلتریزاسیون

سانتریفیوژ و مایع رویی rpm5000گراد با دور سانتی

سی از محلول سی2در مرحله آخر . فیلتر جداسازي شد

ساخت کمپانی Superdexوگرافی حاصله به ستون کرومات

Amershamمولار 2/0از قبل با محلول استات سدیم که

Equilibration Buffer (pH5.5)به تعادل رسیده بود ،

100تزریق شد. سپس با استفاده از بافر سدیم استات 

، ستون با مولارمیلی150حاوي کلرید سدیم مولارمیلی

Flow rate توسط دقیقهی لیتر درمیل3/0برابر با

,AKTA Purifier (Amersham bioscienceدستگاه

USA)لیتري میلی5/2درحجم هاشستشو شد و فراکشن

رد سنجش و موشد توسط فراکشن کالکتور جمع آوري 

ي که داراي فعالیت ها. نمونهفعالیت لاکازي قرار گرفت

مخلوط شد و سپس مجدد اولترافیلتره شد ،آنزیمی بودند

ي آنزیمی مورد استفاده هاو در ادامه جهت تعیین ویژگی

جهت تعیین وزن مولکولی و خلوص نمونه از قرار گرفت.

استفاده درصد12با ژل آکریل آمید SDS-PAGEروش 

دقیقه در 60شد. پس از انجام الکتروفورز، ژل به مدت 

آمیزي و در نهایت رنگ رنگG250محلول کوماسی بلو 

دست آوردن پارامترهاي کینتیکی هبجهتبري شد.

آنزیمی، فعالیت لاکاز تخلیص شده با غلظت پروتئینی 

ي گرادیانت سوبستراي سرین گالدازین هایکسان در غلظت

) بر حسب میکرومول 1000تا 50غلظت سریالی از 14(

(µmol)افزار مورد بررسی قرار گرفت. با استفاده از نرم

Graphpad prism 6ائیلیس منتون نمونه رسم نمودار میک

به محاسبه شد. VmaxوKmشد و ضرایب کینتیکی 

شده، فعالیت سازيتعیین دماي بهینه لاکاز خالصمنظور

C°10و با فاصله 90تا C°20آن در دماهاي متفاوت از
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به مدت ,5/5برابر با pHمولار 2/0در بافر استات سدیم 

، نمودار یت ویژهعیین و پس از محاسبه فعالتدقیقه30

نوترکیب انگر پروفایل دمایی آنزیم لاکاز مربوطه که نمای

بهینه آنزیم pHو تعیین pHپروفایل .بود رسم گردید

ي هاpHلاکاز نوترکیب، با سنجش فعالیت آنزیم در 

به مدت C°37) در دماي ثابت 8تا 1متفاوت بافري (

دمایی به منظور تعیین پایداري .دقیقه تعیین شد30

100تا 20نمونه خالص شده در محدوده دمایی لاکاز، 

دقیقه تیمار حرارتی شد. 10گراد به مدت درجه سانتی

0دقیقه بر روي یخ در دماي 30به مدت هاسپس نمونه

گراد قرار داده شده و در نهایت سنجش درجه سانتی

30به مدت C°37در دمايهافعالیت آنزیمی بر روي آن

انجام 5/5pHمولار در 2/0در بافر استات سدیم دقیقه و

گرفت و فعالیت لاکازي محاسبه گردید. میزان پایداري در 

تعیین ċ10گراد در فواصل درجه سانتی100تا 20دماي 

و نمودار بر اساس میزان فعالیت نسبی آنزیمی در مقابل 

. لاکاز تیمار نشده با حرارت در دماهاي متفاوت رسم شد

تکرار و احتساب 3با انجام حداقل هاآزمونتمامی 

انجام (Standard derivation)میانگین و انحراف از معیار 

گردید.

نتایج
ي هاکلنی: لاکاز نوترکیبتعیین وزن مولکولی

. در کشت داده شدندBMMYدر محیط  شده انتقال داده

با استفاده از متانول پروموتور BMMYی ئمحیط القا

AOXي هاسوپرناتانت نمونهشد.ءروز القا4طی زژن لاکا

بررسی شد SDS-PAGEداراي فعالیت لاکازي بر روي ژل 

کیلودالتون 65پروتئین لاکاز با وزن مولکولی ).1(شکل 

.بر روي ژل آکریل آمید مشاهده شد

ي محیط بیانی هااز سوپرناتانتSDS-PAGEژل -1شکل 
BMMY ي ترشحی پیکیا پاستوریس پذیرنده ها: پروتئین1. چاهک
: مارکر 2فاقد ژن لاکاز (کنترل منفی). چاهک pPinkوکتور 

: سوپرناتانت محیط بیانی پیکیا 5الی 3يهاپروتئینی. چاهک
پایتوریس حامل ژن لاکاز 

پس از کشت میزبان پیکیا پاستوریس حامل ژن لاکاز 

ی و در شرایط بهینه کشت،ئنوترکیب در محیط القا

سوپرناتانت داراي حداکثر فعالیت لاکازي جداسازي و پس 

از فیلتریزاسیون میکروبی، نمونه توسط آمونیوم سولفات 

با حداکثر رسوب و بازده فعالیت آنزیمی درصد55اشباع 

1×15، نمونه به ستون (ظ شد. پس از انجام دیالیزتغلی

از شیب تزریق و با استفادهsepharose) متريسانتی

مرحله کروماتوگرافی انجام شد و 3بافري طی 

کدام از گیري شد. در مرحله اول در هیچفراکشن

ي جداسازي شده فعالیت لاکازي مشاهده نشد هافراکشن

کازي فعالیت لاهااما در مرحله دوم در تعدادي از فراکشن

، آنهازين ساساکه پس از یکبا قله پروتئینی مشاهده شد 

ي هاصله به منظور تعیین خصوصیات و ویژگیفراکشن حا

شده مورد استفاده قرار گرفت. در سازيآنزیم خالص

ي مرحله سوم جداسازي هابررسی فعالیت آنزیمی فراکشن

اما ،ي داراي فعالیت لاکازي مشاهده شدهانیز فراکشن
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ي داراي هافعالیت لاکازي آنها در مقایسه با فراکشن

شده در مرحله دوم بسیار اندك فعالیت لاکازي جداسازي 

بود و مطالعه آتی روي آنها صورت نگرفت. در نهایت 

له دوم پس از اولترافیلتریزاسیون، فراکشن انتخابی در مرح

خشک و مورد سنجش آنزیمی قرار گرفت. در طی مراحل 

مورد سنجش آنزیمی و غلظت ها، نمونهسازيخالص

ه هر کدام به در نهایت فعالیت ویژ.پروتئین تعیین شد

تعیین سازيمنظور بررسی و مقایسه بازدهی روش خالص

نتایج نشان داده شده است. 1شد که در جدول 

سازيند مرحله خالصچنشان داد که طی جبررسی نتای

با استفاده از آمونیوم سازيدر مرحله اول پس از اشباع

براي این مرحله سازيدرصد راندمان خالص55سولفات 

درصد از 6/64رابر در مقایسه با سوپرناتانت و حفظ ب24/4

فعالیت آنزیمی بود. 

لاکازسازيمراحل خالص- 1جدول 

فعالیت آنزیم
(واحد آنزیم)

میزان پروتئین کل
(میلی گرم)

فعالیت ویژه
بازدهخلوص(مرتبه)(میلی گرم/واحد آنزیمی)

(درصد)
سوپرناتانت حاصل از 

76/1866/871/211100وژ کشتیسانتریف

00/14701/383/4824/27/78اولترافیلتراسیون
%55رسوب دهی با 

71/12031/114/9224/46/64مونیوم سولفاتآ

کروماتوگرافی ژل 
89/92753/035/12368/57/49فیلتریزاسیون

لاکاز نوترکیب با سازيپس از خالصSDS-PAGEژل-2شکل 
- 2مارکر پروتئین -1فاده از کروماتوگرافی ژل فیلتریزاسیون است

سازيباند لاکاز پس از خالص

با استفاده از سازيسپس در ادامه خالص
کروماتوگرافی توسط ستون ژل فیلتریزاسیون نتایج نشان 

برابر و 68/5داد بازده این روش در مقایسه با سوپرناتانت 
. بررسی استدرصد از فعالیت آنزیمی7/49حفظ
استراتژي به کار .نشان دادسازيي مراحل خالصهاداده

طور موفقیت آمیزي منجر به بهسازيرفته در مسیر خالص
. نوترکیب با بازده مناسب شده استخالص نمودن لاکاز

پس از استفاده از ستون کروماتوگرافی سازينتایج خالص
نمایش داده شد.2در شکل 

نتایج پروفایل : لاکازهینه بpHخصوصیات دما و 
نشان داد که دماي بهینه فعالیت 1ی مطابق نمودار ماید

پس از محاسبه فعالیت pH. پروفایل باشدمیċ60آنزیم
، نتایج مطابق ویژه هر نمونه تعیین و نمودار رسم شد

.را نشان داد8/4بهینه pH، 1نمودار 
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بهینه لاکاز خالص شدهpH-دماي بهینه لاکاز خالص شد  ب-الف
دهد. محور افقی دماهاي متغیر و محور عمودي فعالیت ویژه نسبی نمونه را پروفایل فعالیت لاکازي در دماهاي متغیر را نشان میالف-1نمودار 

متغیر و محور عمودي فعالیت ویژه نسبی نمونه هايpHدهد. محور افقی متغیر را نشان میهاي pHفعالیت لاکازي در ب - 1نمودار . دهدنشان می
دهدرا نشان می

.
لیت نسبی آنزیمی در میزان فعاپایداري دمایی : منحنی 

آنزیم بر 2طبق نمودار.دماهاي مختلف تعیین و رسم شد

گراد به درجه سانتی90و 80، 70اثر تیمار دمایی در 

نسبت به درصد پایداري حرارتی49و 7/63، 5/68ترتیب 

دهد.میلاکاز قبل از تیمار حرارتی نشان 

با غلظت کل پروتئین ثابت بر اساس فعالیت نسبی در مقابل هادهد که فعالیت ویژه نمونهمییر را نشان ایل فعالیت لاکازي در دماهاي متغپروف- 2نمودار 
دماهاي مختلف نشان داده شده است.
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کاز نوترکیب فعالیت لاخصوصیات کینتیکی لاکاز : 

شده با غلظت پروتئینی یکسان در سازيخالص

نشان داد سوبسترایی سرین گالدازیني گرادیانهاغلظت

شده داراي پارامترهاي کینتیکیکه آنزیم تخلیص

µM140=mK ،1-mg1-µmol min132=maxV1و-s

168=catK.است

بحث
لکرد وي لاکازها از لحاظ عممطالعات زیادي بر ر

، ساختار همراه با مس و ، اختصاصیت سوبستراییزیستی

کاربردهاي صنعتی انجام شده است. قارچ ترمنتوس جزو 

باشد که لاکاز را به عنوان آنزیم اصلی میبازیدومیست 

ي هانماید. تلاشمیجهت فعالیت هضم لیگنین سنتز 

کاز متعددي به منظور یافتن سویه قارچی تولید کننده لا

. در مواردي نیز محیط ر بالا انجام شده استبه مقدا

ي مهندسی شده به منظور افزایش بیان لاکاز در هاکشت

.]10،7[ي طبیعی استفاده شده است هاچقار

، غذایی و کاز در صنایع داروییمنظور کاربري لااما به

باشد که با میمحیط زیست احتیاج به مقادیر عمده آنزیم 

دسی ژنتیک و تولید لاکازهاي ي مهنهااستفاده از روش

.توان به این هدف دست یافتمینوترکیب 

که آنزیم انتخاب شده از منبع قارچی از آنجایی

باشد و بر روي پروتئین طبیعی یوکاریوت میارگانیسم 

(Native) قارچی تغییرات پس از ترجمه

)Post translational modification ( از قبیل

ی شود؛ بنابراین تولید این آنزیم گلیکوزیلاسیون انجام م

و باید از داشتنخواهد ییي پروکاریوتی کاراهادر سیستم

استفاده کرد که از نظر هاي بیانی از قبیل مخمرهاسیستم

ي قارچی هستند و از نظر هاگلیکوزیلاسیون شبیه سیستم

سادگی عمل، ظرفیت بیان بالا و قابلیت استفاده براي 

ي هاي بیان پروتئینهارین سیستمتولید انبوه از بهت

.]11-13[آیند نوترکیب به شمار می

متعدد يهاژن لاکاز با منبع قارچی در میزبان

در و بیان  شده است و شرایط ایده ال بیان سازيکلون

ي ارزان حداقل با تنها منبع کربن متانول است  هامحیط

زینه لذا میزبان مخمري به منظور تولید لاکاز نوترکیب گ

].7، 14-15[مناسبی است

اما در مرحله بعد نکته حائز اهمیت خلوص لاکاز 

ي هاتوان با استفاده از روشمیباشد که مینوترکیب 

هاکه یکی از بهترین روشسازيمتعدد خالص

نمود. سازيلاکاز را خالص،کروماتوگرافی است

هابر اساس خصوصیات پروتئینهاکروماتوگرافی پروتئین

بندي تقسیمهاو روش جداسازي تمایلی و سایز پروتیئن

شود. در مطالعه مذکور در ابتدا لاکاز با منبع قارچ می

سازي وریس کلونترامنتیس در میزبان مخمري پیکیا پاست

ج سلول فعال طی و بیان شد و سپس لاکاز نوترکیب خار

68/5سازي با موفقیت و با بازده چندین مرحله خالص

درصد فعالیت آنزیمی در مقایسه با 7/49رابر و حفظ ب

.]2[شدسازيسوپرناتانت آنزیمی خالص

لاکاز از سازيي متعددي جهت خالصهاپژوهش

و Gupeکه طوريي طبیعی انجام شده است. بههاقارچ

همکاران موفق شدند با استفاده از روش کروماتوگرافی و با 

P.ostreatusرچ استفاده از ستون سفارز لاکاز قا HP1 را

درصد را 63/77برابر و حفظ فعالیت 3/13با بازده 

و همکاران، لاکاز را Sahay. همچنین نمایندسازيخالص

درصد بازده از 46/3و سازيبرابر خالص71/10با 

Pleurotus sajor-caju MTCC141نمودند سازيخالص

]17-16[.
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و همکاران انجام Diazدر مطالعه دیگري نیز که توسط 

برابر 2/31با Coriolopsis rigidaتوانستند لاکاز ،شد

در .]18[شد سازيدرصد خالص5/2و بازده سازيخالص

لاکاز نوترکیب انجام شد، سازيپژوهش حاضر که خالص

ي انجام شده هادر مقایسه با گزارشسازينتایج خالص

ي هاجهت پژوهشسازيمناسب و بازده خالص

باشد. میایشگاهی و مطالعات فیزیکوشمیایی مناسب آزم

Jaiswalلاکاز سازيو همکاران موفق به خالصpapaya

درجه 70و پایدار در برابر حرارت تا درصد 5/61با بازده  

و همکاران در Wangگراد شدند. همچنین سانتی

را به صورت Coprinopsis cinereaلاکاز ،پژوهشی

، سازيان کردند  و پس از خالصنوترکیب در مخمر بی

چون خصوصیات لاکاز نوترکیب تخلیص شده را هم

ي آنزیمی تعیین ها، پایداري دمایی و مهارکنندهpH،دما

نتایج بررسی خصوصیات بیوشیمیایی بر .]19-20[شدند 

با pHشده نشان داد که داراي سازيروي لاکاز خالص

ي است که ي اسیدهاpHتمایل و پایداري در محدوده 

مشاهد شد. بررسی رفتار =8/4pHحداکثر فعالیت در 

شده نشان داد که فعالیت و مقاومت در سازيلاکاز خالص

pHتواند به دلیل الگوي گلیکوزیلاسیون میي اسیدي ها

جایگاه آسپارژین لاکاز باشد مخمري و گلیوزیلاسیون در

ه اسیدي گزینpHکه باعث شده تا آنزیم مذکور با توجه 

.]21،8- 22[مناسبی جهت کاربري صنعتی باشد

فعالیت دمایی لاکاز نوترکیب مطالعات در مورد محدوده

شده داراي بهینه دماي سازين داد که لاکاز خالصنشا

ċ60 است و این درحالی است که لاکازهاي نوترکیب

ċ50ي مخمري داراي دماي بهینههاتولید شده در میزبان

.]22،12،7[باشدمی55تا

بررسی مطالعه پارامترهاي کینتیکی لاکاز خالص شده 

نشان داد که لاکاز نوترکیب داراي پارامترهاي کینتیکی 

Km, Vmax, Kcatز لاکاثیر کینتیکی مشابهی با أو ت

باشد که تمایل میطبیعی و لاکازهاي قارچی گزارش شده 

بالایی به سوبسترا داشته و فعالیت آنزیمی مناسبی جهت 

. بررسی نتایج ]4، 7، 14، 23[کاربري در صنعت دارد

پایداري دمایی نشان دارد که لاکاز داراي پایداري در 

باشد که میراد گدرجه سانتی90تا 70محدوده دمایی 

تواند تا حدي میلاکاز در برابر تیمار دمایی راحتمالا رفتا

به دلیل پیوندهاي دي سولفید موجود در لاکاز باشد 

ین کاهش فعالیت آنزیمی بر اثر تیمار حرارتی چنهم

مربوط به بر هم ریختگی ساختار فضایی لاکاز در احتمالاً

].17، 19، 23- 25[مقابل حرارت باشد

گیرينتیجه
ي انجام شده طی مطالعه مذکور بر روي لاکاز هابررسی

شده و تعیین خصوصیات سازينوترکیب خالص

ي حرارتی لاکاز نوترکیب ، کینتیکی و پایداربیوشیمیایی

خالص شده نشان داد که آنزیم لاکاز خالص شده قابلیت 

، ات آزمایشگاهی جهت بررسی ساختاريدر مطالعکاربري 

کاز و در مقیاس صنعتی قابلیت عملکري و مهندسی لا

، محیط زیست و غذایی را کاربري در صنایع کشاورزي

دارد.

تشکر و قدردانی
از از طرح تحقیقاتی با عنوان مقاله مذکور استخراج شده

Trametesقارچلاکازو بیان ژن رمز کننده آنزیمسازيکلون"

ر میزبان مخمري و تعیین کننده خصوصیات کینتیکی و د
مصوب 214401/1404و با کد مجوز "بیوشیمیایی آنزیم

باشد و نویسندگان میدانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزي 
آزاد اسلامی واحد تهران مرکزي به دلیل مقاله از دانشگاه

د.حمایت از طرح تحقیقاتی ذیل نهایت تشکر و قدردانی را دارن
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Purification of Fungal Laccase from Trametes and Characterization of

Recombinant Laccase Physicochemical Properties: A Laboratory Study
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Background and Objectives: Laccase is the most abundant member of protein family that catalyzes the

oxidation of substituted phenols. Laccases are used as biocatalysts for decolorization and bleaching in dye

industries, detoxification in environment, and juice clarification in food industries. The present study aimed at

producing recombinant laccase, purifying with high yield and fold, and characterizing biochemical and kinetic

properties of the purified laccase.

Materials and Methods: In this laboratory study, recombinant Trametes laccase, which was successfully

expressed in yeast host in extracellular form, was purified through ultrafiltration and gel chromatography

methods. The purification process yield and fold was determined and after molecular weight determination,

physiochemical properties of recombinant laccase were studied and its thermostability was determined. All tests

were conducted with at least 3 times repetition and mean and standard deviation calculation.

Results: Purification strategy showed that laccase was successfully purified with 5.67 fold and 49.7% yield and

the molecular weight of recombinant laccase was determined 65KDa. Optimum pH and temperature of the

recombinant laccase were determined 4.8 and 60°C, respectively. Its kinetic properties were also determined.

The thermostability assessment showed that purified laccase is highly thermostable.

Conclusion: The results indicated that gel chromatography purification method can be an ideal to achieve high

yield and fold purification of recombinant laccase with keeping enzyme properties and high thermostability, so

that the recombinant purified laccase with high yield and fold can be used in drug, textile, and food industries,

and environment and its detoxification.
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