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تعداد زیادي از ترکیبات فنلیک شامل  کردنهستند که توانایی اکسید  ییهااکسیداز فنل پلی از لاکازها -چکیده
هاي غیرفنلی با استفاده از اکسیژن مولکولی به نیز استخلافدار و ها، ترکیبات آروماتیک آمینفنلها، پلیفنل

تصفیه  هايسیستم مانندهاي بیوتکنولوژي ینداها در فراین آنزیم ،بنابراین. عنوان پذیرنده نهایی الکترون را دارند
زایش نتایج تحقیقات قبلی نشان از اف. سازي خاك آلوده و غیره کاربرد فراوان دارندفاضلاب، زیست سالم

 نقشو  (SDM) زایی هدفمندجهش روشبا استفاده از  Bacillus sp. HR03 پایداري دمایی لاکاز باکتري بومی
هدف از انجام این . در مقاومت دمایی آنزیم دارد 2 و 1 دومین بین سطحی لوپ ناحیه در  E188آمینهاسید

هاي دي متیل حضور حلالآمینه مذکور در هاي اسیدیافتهپژوهش بررسی مقاومت حلالی جهش
 ،   Kcat / Km هاي سنتیکی از جملهمقایسه پارامتر. باشدمی (DMF) متیل فرمامید و دي  (DMS)سولفوکساید

∆∆G‡و C50 یافته نسبت به آنزیم وحشی داشته که کاربرد صنعتی هاي جهشنشان از افزایش پایداري آنزیم
  .دکن تر میهایی را سهلچنین آنزیم

  
  .حلالی  هدفمند، پایداري  زاییلاکاز، جهش :ژگانکلیدوا

  

  مقدمه -1
 اکسیژن اکسیدور فنول؛ دي ، پاراديEC 1.10.3.2( 1هالاکاز

 و معروف به 2مسی از اکسیدازهاي چند )دوکتاز

                                                             
1. Laccases 
2. Multicopper oxidases 

اکسیژن  يهمزمان با احیابوده که  3رنگ اکسیدازهاي آبی
مولکولی سبب اکسیداسیون طیف وسیعی از ترکیبات آلی 

همچنین برخی ترکیبات  ها وفنلها، پلیاز جمله فنل

                                                             
3. Blue oxidase 
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این  .]1،2[ گردندمعدنی از طریق انتقال تک الکترون می
ها ها و نیز در باکتريها در اغلب گیاهان و قارچآنزیم

ها از مطالعات لاکاز هاي ویژگی بیشتر. ]3[ اندیافت شده
ویژه گروه ه قارچی ب روي لاکازهاي انجام گرفته بر

هاي وابسته همچنین در سایر قارچ .ستهابازیدیومیست
هاي قارچ ها ودئوترمیستها، به گروهاي اسکومیست

ده شتولید لاکاز بررسی و گزارش کننده سلولز تجزیه
آنزیم نشان از  این روي تحقیقات صورت گرفته بر. است

 1دخیل بودن این آنزیم در سیستم شکست ترکیبات لیگنین
متعددي راجع به هاي گزارش همچنین .هاستدر قارچ

هاي اکسیداسیون ترکیبات غیر فنلی کاتالیز نمودن واکنش
 و 3مانند سرین گالدازین 2احیاء شده هايواسطه در حضور

فراوان لاکاز رغم گستردگی علی. ]4[ وجود دارد ABTS و
سازي ها خالصها تنها تعداد معدودي از آندر پروکاریوت

اولین گزارش لاکاز . اندو تعیین خصوصیت شده
 Azospirillum lipoferumپروکاریوتی مربوط به باکتري 

رنگدانه سلولی و تجزیه  ایجاد این آنزیم در. ]5[ باشدمی
کاز لاگزارش دیگر مربوط به . ترکیبات فنلی نقش دارد

-می Marinomonas meditarraneaنام  هباکتري دریایی ب

پلی فنول متفاوت  تولید کننده دو نوع این باکتري .باشد
که قادر به اکسیده کردن سوبستراهاي لاکاز بوده اکسیداز 

-فعالیت شبه لاکازي در پروتیین. ]6[ تیروزیناز است نیزو 

 Pseudomonasاز  CopAهاي باکتریایی دیگري از جمله 

syringae  ،PcoA  ازEscherichia coli  وEpoA از 
griseus Streptomyces  اما . ]7[ ده استشگزارش
 Cot Aروي  بر ،در مورد لاکاز باکتریایی همطالع بهترین

هاي پوششی اسپور باکتري ینئاست که از جمله پروت
Bacillus subtilis کیلو دالتون وزن  65این پروتین . است

 دکن اي اسپور مشارکت میدانه قهوهداشته و در تولید رنگ
ن وظیفه ئیرسد که این پروتهمچنین به نظر می. ]8[

                                                             
1. Ligninolytic 
2. Mediator 
3. Syringaldazine 

پراکسید هیدروژن را بر عهده  و UV محافظت در برابر
به هر حال لاکاز علاوه بر نقش اصلی در تجزیه . دارد

زیستی لیگنین توانایی اکسید نمودن ترکیبات آروماتیک را 
 یابدها افزایش میکه این توان با استفاده از مدیتور داشته

شناسی میلادي آزمایشگاه آنزیم 2006در سال . ]2 و 9[
مدرس موفق به جداسازي و بررسی  دانشگاه تربیت

 Bacillus در سویه) cotA(خصوصیات بیوشیمیایی لاکاز 

sp. HR03  بررسی  براي تتحقیقا و ]10[بومی ایران شد
و افزایش مقاومت دمایی در این آزمایشگاه در حال انجام 

افزایش پایداري حرارتی  برايهاي متعددي تلاش. است
ثر در ؤهاي مآمینهشناسایی اسید براي ها و اخیراً نیزآنزیم

هاي باکتریایی و مقاومت حلالی لاکاز قارچی و سایر آنزیم
شرایط حلالی صورت نیز افزایش و بهبود پایداري آنها در 

هاي آمینه توان به بررسی نقش اسیدگرفته که از جمله می
که به  کردهاي آلی اشاره در پایداري لیپاز در حضور حلال

 ،روي لیپاز وحشی زایی هدفمند برجهش روشکمک 
جمله  هاي آلی ازهاي پایدارتر در حضور حلالجهش

DMSO  بررسی هاي متعددي از گزارش. ]11[ دشحاصل
هاي مختلف قارچی در هاي سویهپایداري و فعالیت لاکاز

هاي آلی از جمله اتانل و دي اکسین وجود حضور حلال
روي لاکاز  همچنین تحقیقات دیگري بر .]12[ دارد

هاي آلی در حضور حلال قارچی در حالت تثبیت شده و
 دو حالت آزاد و صورت گرفت و فعالیت این آنزیم در هر

 ده استشمقایسه هاي آلی در حضور حلال و تثبیت شده
هاي قارچی در تحقیق دیگري فعالیت لاکازدر . ]13[

رین تکه بیش بررسی گردید 4تاییهاي حلالی سهسیستم
هاي مبتنی بر مونوترپن گزارش ها در سیستمپایداري آنزیم

ها فعالیت و پایداري آنزیم به دلیل در سایر حالت د وش
آنزیمی، کاهش کاهش دسترسی سوبسترا به ریز محیط 

 .]14[ یابدمی

هاي آلی هاي آنزیمی در حضور حلالانجام واکنش

                                                             
4. Ternary System 
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چندین پیامد جذاب صنعتی دارد که برخی از آنها عبارتند 
لیت سوبستراهاي غیرقطبی، بازگشت از افزایش حلا: از

هاي هیدرولیزي، حذف و در واکنشتعادل ترمودینامیکی 
هاي جانبی وابسته به آب، تناوب در خاموش شدن واکنش

- آنانتیومر شدن ایزومرها، حذف آلودگی ویژگی سوبسترا و

ها در محیط از سویی دیگر استفاده از آنزیم. هاي میکروبی
 بیشترهایی دارد چون فعالیت و پایداري آلی محدودیت

   . ]15[یابد ی کاهش میهاي آل ها در حلالآنزیم
فعالیت و یا پایداري آنزیم  يارتقا بریاهاي مختلفی  روش

هاي آلی وجود دارد که از مهمترین آنها در حضور حلال
هاي پایدار از طریق دستکاري تولید آنزیم توان به می

هاي سازي آنزیمژنتیکی موجودات مزوفیل، پایدار
ین، اصلاح و ئپروتهاي مهندسی غیرپایدار از طریق روش

هاي غیر محلول و روي پایه تغییر شیمیایی، تثبیت بر
 .اشاره کرد ]16[ مهندسی محیط

هاي به کار رفته در این تحقیق شامل دي متیل حلال
انجام  برايهاي رایج در صنعت فرمامید که یکی از حلال

هاي شیمیایی است و کاربرد اصلی این ماده تولید واکنش
ست و حلال دي متیل هااکرلیک و پلاستیکهاي فیبر

ه هاي شیمیایی بسولفوکساید که به عنوان حلال در واکنش
کاربرد داشته  1هاي جابجایی هسته دوستویژه در واکنش

و به میزان گسترده به عنوان حلال استخراج در بیوشیمی 
   .گیردمورد استفاده قرار می

 

  ها مواد و روش -2
مواد شیمیایی از شرکت مرك و  هاي کشت ومحیط تمام

سی ربر ژنتیکی و 2ورزيها و مواد مورد نیاز دستآنزیم
  .ین از شرکت سینا کلون تهیه گردیدئخلوص پروت

  
زایی روش جهش( DNAدست ورزي مولکول  -2-1

 ): 3هدفمند

                                                             
1. Nucleophile  
2. Manipulation 
3. Site Directed Mutation 

در Bacillus sp. HRO3 از منشأ لاکاز که ژن کد کننده 
عنوان الگو در این  بهوارد شده بود  pET-21a بیانی  حامل

با استفاده  مندزایی هدفجهش. ]17[ پژوهش استفاده شد
و همکاران ارائه فیشر  که توسط Quick-change از روش 

 ارزشمند روشی مندزایی هدفجهش .شده است، انجام شد
 براي مطالعه رابطه ساختار و عملکرد پروتئین، بیان ژن و

روش اجازه هر نوع این . استانجام تغییراتی در وکتور 
تغییر در پلاسمید دو رشته اي را داده و لذا نیاز به کلون 

 DNA و  M13مجدد در وکتورهاي باکتریوفاژي مبتنی بر 
  .]18[ سازداي را مرتفع می تک رشته

با آنزیم  PCRبعد از اتمام واکنش محصول به دست آمده 
DpnI آنزیم اندونوکلئاز . شودتیمار میDpnI ) ترادف
هاي متیله ویژه مولکولطور ه ب 5)׳Gm6ATC-3-׳: هدف

و به منظور هضم زند را برش می DNAو نیمه متیله 
DNA گیرد تا الگوي والدي مورد استفاده قرار می

 .را جدا کندحاوي جهش  شده ساخته DNAهاي مولکول
آغازي، صحت بالاي آنزیم  DNAاندك مولکول مقدار 
DNA هاي گرمایی همگی در تعداد کم چرخهمراز و پلی

بازده بالاي جهش و پتانسیل کاهش یافته آن براي ایجاد 
هاي تصادفی در طی انجام این واکنش مشارکت جهش

محیط کشت رشد و بیان پروتئین ها محیط  .]19[ کنندمی
LB  سیلین انتخاب گردیدهمراه با آنتی بیوتیک آمپی.  

  
 طراحی پرایمر جهش -2-2

پروتئین نشان داد این  سطحیهاي مانده باقیآنالیز آماري 
خصوص باردار منفی ه هاي قطبی و بماندهباقیکه تعداد 
-ماندهباقی بیشتر از تعداد ترین لایه سطحی آندر بیرونی

که در انطباق با عمده لاکازهاي تعیین  استقطبی هاي غیر
  ).1شکل (ساختار شده است 

در منطقه سطحی در حدفاصل بخش  CotAبخاطر اینکه 
هاي با بار مثبت است و از آنجا که خود داراي بسته 2و  1

CotA باکتريBacillus subtilis  برابر دما بسیار مقاوم  در
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و اسید است و این آنزیم قرابت زیادي از نظر توالی آمینو
دارد  Bacillus sp. HR03ساختار با لاکاز مطالعه شده از 

، )دهدهمولوژي ساختاري با این آنزیم نشان می% 98(
هاي با بار مثبت و پایداري دمایی ارتباط بین این گروه

آمینه انتخاب اسید. آنزیم بررسی و مورد تأیید قرار گرفت
 I-Mutantتوسط دو سرور  176-189ناحیه مورد نظر در 

) Glu188(انجام گردید و در نهایت یک جایگاه  Erisو 
) اسیدآمینه باردار مثبت(و به لیزین و آرژنین انتخاب شد 

در مطالعات . تبدیل شد) اسید آمینه بدون بار(و آلانین 
هاي در قبلی انجام گرفته افزایش پایداري این جهش
 )2 شکل(مقایسه با سویه وحشی کاملاً تأیید شده بود 

]20[.  
  

  
 هايماندهباقی حضور میزان که لاکاز ASAView مدل  1شکل
 قرمز، هاي دایره. دهدمی نشان پروتئین سطح در را منفی باردار
 با آمینه اسیدهاي دهندهنشان ترتیب به خاکستري و سبز آبی،

  .است گریزآب و بار بدون قطبی بارمثبت، منفی، بار
  

  ها بیان و خالص سازي آنزیم -2-3
 براي. سطح بیان ژن لاکاز بستگی به شرایط محیط دارد

نیمه از روش القاء باکتري و بیان پروتئین نوترکیب 
به صورت جداگانه پیش کشت  .دشاستفاده  1هوازي
هاي محتوي هر یک از جهش  E. coli BL21هاي سلول

میلی لیتر محیط  450در ارلن دو لیتري حاوي مورد نظر 
                                                             
1. Microaerobic  

LB  سیلین گرم در لیتر آمپیمیلی 100همراه با میزان
°C)37 ، rpm125 ( تهیه و پس از رسیدن به دانسیته نوري
 هاکشتبه این پیش. حرکت شیکر قطع گردید  0.6-0.4

CuSO4  و میلی مولار  2با غلظت نهاییIPTG  غلظتبا 
دست آوردن ه براي ب. اضافه شدالقا براي مولار میلی 1/0

بهترین شرایط بیان با مقادیر بالایی از پروتئین محلول و 
 C37°هوازي در دماي شرایط نیمهها تحت فعال، سلول
 rpmساعت با دور   4ها به مدت ارلن .دندش گرماگذاري

 ساعت بدون دور در دماي 20هوادهی شدند، سپس  120
°C18 داري شدند نگه.  
  

  
 ساختار اساس بر شده ساخته مدل ریبونی دیاگرام  2 شکل

: پروتئین اطلاعات بانک کد(  Bacillus subtilis لاکاز کریستالی
1GSK (را آنزیم188 اسید گلوتامیک اسیدآمینه موقعیت که 

  .دهدمی نشان
  

محتویات هر ارلن خارج شده از انکوباتور در داخل 
، )دقیقه 20و  g 8000(ها تقسیم و سانتریفیوژ شد فالکون

در . توده باکتري براي مطالعات بعدي مورد استفاده گردید
میلی  50بافر فسفات  دست آمده دره مرحله بعد رسوب ب

 )PMSF mM)1از ئحاوي مهار کننده پروت  7pHمولار 
هاي شکسته سلول. شد 2سونیکیتمحلول و بر روي یخ 

و  دقیقه 20و  g 8000(دند شنشین تهشده با سانتریفیوژ 
°C4 .(از آنجا که این پروتئین در دماي °C70  تا حدودي

                                                             
2. Sonicate 
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 15این دما،  محلول رویی دردهد پس مقاومت نشان می
هاي واسرشت دقیقه حرارت دیده و براي حذف پروتئین

 )C 4°و  دقیقه 10و  g 13000(شده سانتریفیوژ گردید 
  .]20و17[
 
  تخلیص پروتئین روش -2-4
 FPLCدستگاه  از هاآنزیم سازيخالص به منظور 

(Amersham Pharmacia) سازي آماده از پس .شد استفاده 

با  آن رساندن تعادل به سفارز و Q-آنیونی  تعویض ستون
 تغلیظ آنزیمی محلول )  6,7pH و mM 20(فسفاته بافر 

 یک ایجاد از استفاده باو د ش بارگذاري ستون روي بر شده

 مشابه، در بافر کلراید سدیم مولار 0-1خطی  گرادیان

به وسیله  وآوري حاوي فعالیت لاکازي جمع هايپروتئین
تغلیظ )  kDa amicon10cut off filter(اولترافیلتراسیون

 1ن از روش برادفورد ئیسنجش مقدار پروت براي. شدند
 SDS-PAGEخلوص با استفاده از ژل  استفاده گردید و

   .]17،20[ بررسی شد
  
  هاي آلی در حضور حلال فعالیت آنزیمی سنجش -2-5

پارامترهاي سینتیکی ،  و تعین آنزیمسنجش فعالیت  براي
 در طول موج  ABTS 2 يمختلف سوبستراهاي از غلظت

nm420 (ε= M cm)  فعالیت. ]21[ ستفاده شدا 
با استفاده از این  هایافتهو جهش سینتیکی لاکاز طبیعی

 3كبر- هاي لینوور سوبسترا و با رسم و بررسی منحنی
 ‡G∆∆مقدار  .آنزیم محاسبه شد  Vmax, kcat, kcat/Kmمقدار

مطابق رابطه ) پایدار سازي حالت گذارتغییر در انرژي (
  .زیر محاسبه گردید

∆∆G‡= -RT ln [(kcat/Km )mutant/( kcat/Km)wild type] 
هاي حجمی از هریک از حلال% 10مخلوط واکنش میزان 

  ،  pH)4 (سیترات-بافر فسفات mM 100از  µL290 آلی،

                                                             
1. Bradford 
2. 2, 2’-Azino-Bis (3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulphonic 
Acid) 
3. Lineweaver-Burk 

 µL35  از محلولmM4 ABTS )و ) سوبستراµL35  از
) μg/mL1 غلظت نهایی( هاي خالص شدهآنزیمهریک از 

  .]22[ دشتهیه  µL 400با حجم نهایی 
  
بررسی اثرغلظت حلال آلی بر روي فعالیت و  -2-6

  غیر فعال شدن دمایی در حضور حلال آلی
از فعالیت % 50ها که در آن غلظتی از هریک از حلال

ها و نیز یک از جهش هر براي (C50) دشو آنزیم مختل می
محاسبه این کمیت  براي. آنزیم وحشی محاسبه گردید

 هاي آلیمخلوط واکنش شامل مقادیر مختلف از حلال

µL)160 0 الی(، µL 35 از محلول mM 4  سوبسترا
(ABTS)، µL35 شده هاي خالصاز هریک از آنزیم

تهیه و با استفاده از بافر ) μg/mL 1 غلظت نهایی(
 µL400حجم نهایی به   mM100) 4(pHاستات -فسفات

فعال شدن دمایی و همچنین به منظور بررسی غیر. رسید
مخلوط واکنش شامل هر یک از  kiمحاسبه ضریب 

، در بافر )μg/mL1  غلظت نهایی(هاي خالص شده  آنزیم
هاي و در حضور هر یک از حلال mM 50 ،7 pHفسفات 

، 10، 5، 0 هاي تهیه و در زمان%) 10نسبت حجمی (آلی 
گرماگذاري  C80°دقیقه در دماي  120و  90، 60، 30

ها همراه با نمونه شاهد پس از هر یک از نمونه. گردید
سپس . دقیقه در یخ سرد شد 30مدت ه طی زمان مذکور ب

ها به روش شرح داده شده ارزیابی فعالیت هریک از نمونه
اطمینان از صحت  برايلازم به ذکر است که  .گردید

ار ببه صورت سه  آنهاآزمایش هاي انجام شده تمامی 
هر یک از  برايتکرار انجام و میزان انحراف استاندارد 

  .د شمحاسبه افزار اکسل  از طریق نرمها  ارزیابی
  
  نتایج -3
  سازي و تعیین خصوصیات بیوشیمیایی خالص -3-1

دماي پایین با استفاده از روش بهینه شده کشت در شرایط 
بیشترین بیان هر یک از ) میکروائروفیل(و  کمبود اکسیژن 

ها هر یک از آنزیم. دست آمده هاي مورد نظر بپروتین
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مترهاي اخالص گردیده و کلیه پار) جهش و وحشی(
  .)3 شکل( دشمحاسبه  1بیوشیمیایی مطابق جدول 

آبی  ، در محیط1بر اساس نتایج به دست آمده در جدول 
تنها آنزیمی  E188Rیافته  جهش) بدون حضور حلال آلی(

و بازده کاتالیتیکی و کاهش  kcatاست که در آن افزایش 
Km سازي توجهی در انرژي آزاد پایدارو نیز کاهش قابل

 در حالی ملاحظه گردید،) kcal mol-1 10.6 (حالت گذار 
 E188Aکه در همین شرایط در هر دو جهش یافته 

و بازده کاتالیتیکی و  kcat هايکاهش پارامتر  E188Kو
توجهی در انرژي آزاد افزایش قابل و Kmافزایش 

وحشی ملاحظه  سازي حالت گذار نسبت به آنزیم پایدار
هاي سینتیکی در همچنین بهبود تمامی پارامتر. گردید
مشاهده  DMFو در حضور حلال   E188Rیافتهجهش

  ).1جدول (گردید 
در جهش یافته  1بر اساس نتایج به دست آمده در جدول 

E188A  و در حضور حلالDMSO هاي تمامی پارامتر
  نسبت به سایر جهش ‡G∆∆سینتیکی همچنین پارامتر 

  .ها و آنزیم وحشی اصلاح شده استیافته
  

  
 هاي مختلف از مراحل تخلیصباند پروتئینی در بخش  3شکل 

محلول . 2مارکر وزن مولکولی، . SDS-PAGE ،1با روش 
پس از شوك . 3رویی عصاره سلولی پس از سانتریفوژ، 

  پروتئین خالص شده بعد از عبور از . 4حرارتی، 
  )سفارز -Qستون 

  
  یافتهجهش انواع و Bacillus sp. HR03 باکتري از (CotA) لاکاز سینتیکی خصوصیات  1 جدول

  .باشدمی% 10 از کمتر استاندارد خطاي با تکرار بار سه میانگین حاصل مقادیر
  Wild type E188A E188K E188R 
 
 
 
Aqueous 

Km (µM) 9/141 ± 5/7  4/171 ± 7/1  2/151 ± 2/2  7/110 ± 8/2  

kcat (s-1) 8/45 ±1 2/21 ± 5/1  3/1 ± 1/2  2/98 ± 3/1  

∆∆G‡ (kcal mol-1) - 9/9  6/4  6/10-  

kcat/Km                       32/0  12/0  21/0  9/0  
      
 
 
 
DMSO 
 

Km (µM 7/198 ± 3/6  3/163 ± 7/1  6/186 ± 5/5  5/175 ± 7/3  

kcat (s-1) 9/15 ± 7/0  7/63 ± 8/1  2/39 ±1 7/52 ± 2/1  

∆∆G‡ (kcal mol-1) - 4/16-  10 -  7/13-  

kcat/Km                       08/0  39/0  21/0  3/0  

      
 
 
 
DMF 

Km (µM 2/185 ± 2/5  1/153 ± 1/3  8/137 ± 5/2  179± 9/4  

kcat (s-1) 1/11 ± 4/0  3/41 ± 3/1  2/48 ± 6/1  3/23 ±1 

∆∆G‡ (kcal mol-1) - 58/15-  01/8-  27/18-  

kcat/Km                       06/0  27/0  13/0  35/0  

  



 1393و تابستان  بهار / 1، شماره 5دوره      مدرس انشگاه تربیتدفناوري زیست 

7 

در حضور  C50بررسی فعالیت و محاسبه پارامتر  -3-2
  هاي آلی حلال

فعالیت آنزیم وحشی و اشکال جهش یافته آن در حضور 
دو حلال آلی و تا چهل درصد حجمی هریک از آنها در 

نتایج نشان از . بافر واکنش مورد ارزیابی قرار گرفت
یافته ، شامل جهشهاي آنزیمکاهش فعالیت تمامی حالت

دارد  هاي آلی به کار رفتهوحشی، با افزایش تراکم حلالو 
  ).4شکل (

عبارت از میزان درصد C50 همانگونه که ذکر گردید 
از فعالیت آنزیم باقی % 50حجمی حلالی است که در آن 

دهنده این پارامتر در حضور نشان 2جدول . ماندمی
هاي وحشی و نیز هاي آلی مورد آزمایش در آنزیمحلال

نتایج افزایش این ضریب در انواع . استیافته انواع جهش
را نشان یافته نسبت به آنزیم وحشی هاي جهشآنزیم

  . دهد می
 حضور در جدول، این در آمده دست به نتایج براساس

 افزایش بیشترین E188A یافتهجهش DMSO حلال
 نیز و وحشی آنزیم به نسبت مذکور پارمتر در%) 4 حدود(

 هایافتهجهش بین در .دهدمی نشان یافتهجهش انواع سایر
 را افزایش بیشترین E188R نوع DMF حلال حضور در و

 این افزایش میزان. دهدمی نشان انواع سایر به نسبت
به آنزیم وحشی  نسبت% 6یافته حدود در این جهش پارامتر
  .است

  
ر لاکاز بومی و د C50نتایج حاصل از محاسبه میزان   2جدول 

C50 (V/V ,%) یافتهجهش
*  

DMF  DMSO    
2/0±8  3/0±9  Wild type  

11  5/0±11  E188A  
1/0±10  10  E188K  
3/0±14  1/0±13  E188R  

C50*  از % 50عبارت است از میزان درصد حجمی حلالی که در آن
  ماندفعالیت آنزیم باقی می

  
 هادمایی آنزیمناپذیر شدن برگشتنتایج غیرفعال  -3-3

تا  ºC80ها در دماي مانده هر یک از آنزیم باقیفعالیت 
هاي آلی و دقیقه و در حضور هر یک از حلال 120زمان 

همچنین با ). 5 شکل(محیط آبی محاسبه و مقایسه گردید 
به عنوان سوبستراي احیایی، ضریب ABTS استفاده از 

هاي تمامی اشکال آنزیم)ki(ناپذیر غیرفعال شدن برگشت
  ).3 جدول(و مقایسه شد  مطالعه، محاسبه

   

    
  )ب(  )الف(

 : Wild)به عنوان سوبسترا ABTSهاي آلی و با استفاده از هاي مورد مطالعه در حضور حلالمانده آنزیم صد فعالیت باقیدر  4 شکل

type; ▲: E188K; ∎: E188A; ×: E188R) ال در حضور- DMSO  حضوردر  -بو DMF ) 5میزان انحراف استاندارد%(  
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  )الف(

  
  )ب(

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  )ج(
در صد فعالیت باقیمانده آنزیم هاي در حضور حلال   5شکل 

ا به عنوان سوبستر ABTSو با استفاده از  oC80هاي آلی دماي 
(: Wild type; ▲: E188K; ∎: E188A ; ×: E188R)   

در حضور  -و ج  DMSOدر حضور  - در محیط آبی، ب -الف
DMF ) محاسبه شده است% 5میزان انحراف استاندارد(  

 1 (ki)نتایج ضریب غیرفعال شدن برگشت ناپذیر  3جدول 
هاي آلی و یافته آن در حضور حلاللاکاز وحشی و انواع جهش

  ºC 80دماي
 ki (×10-3 min-1)    

DMF  DMSO  Aqueous 
media    

2±132 2±25  3±24 Wild type  
3±82 3±19 4±15 E188A  
3±64 3±19 5±13 E188K  
2±124 3±19 4±25 E188R  

   فعالیت هر یک از آنزیم ها به صورت خالص در بافر فسفات 1
mM  50 ،7 pH و در  هاي آلیحجمی هر یک از حلال %10، شامل
  .هاي مختلف ارزیابی گردیددر زمان C80°دماي 

  
کاهش  E188Kیافته نتایج به دست آمده جهش بر اساس

اي در این پارامتر و در محیط آبی از خود  قابل ملاحظه
یافته انواع جهش DMSOدر حضور حلال . نشان داد

پایداري بیشتري در مقایسه با آنزیم وحشی داشته در 
ترین حالت در پایدار DMFکه در حضور حلال  حالی

  .مشاهده گردید E188Kیافته جهش
در این  kiلازم به ذکر است که میزان کاهش ضریب 

توجهی در مقایسه با آنزیم  به میزان قابل یافتهجهش
   .بهبود یافته است) min3-10 × 68 -1 در حدود( وحشی

 
  بحث -4

مطالعات قبلی صورت گرفته و نتایج حاصل از این 
آمینه موجود در ناحیه پژوهش نشان از نقش مهم اسید

باکتري در لاکاز بومی سویه  2و  1سطحی بین دمین 
Bacillus sp. HR03  داشته به طوریکه با تغییر یکی از

-هاي آمینه با بار منفی در این ناحیه تمامی پارامتراسید

و همچنین   kiو  C50هاي  هاي سینتیکی و شاخص
 .یابدهاي آلی بهبود میفعالیت دمایی در حضور حلال

  روي فعالیت  هاي آلی، از طرق مختلف برحلال
ها ترین آنگذارند که برخی از مهمها اثر میآنزیم

گریزي حلال آلی، عبارتند از نوع حلال آلی، میزان آب
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  .]13[ استریکهاي هیدروژنی و ممانعت پیوند
از سوي دیگر چندین برهمکنش غیر کووالان سبب 

شوند که ها میآنزیمحفاظت از ساختار و عملکرد 
گریز، هاي آبکنشتوان به برهمها میازجمله آن

تخریب . ]23و24[هیدروژنی و واندروالس اشاره نمود 
هاي آلی ها در نتیجه حضور حلالکنشاین برهم

در شرایط (تواند سبب کاهش فعالیت آنزیم  می
گذار بر همچنین از عناصر مهم و تاثیر. گردد) معمولی

آب ( آنزیم آب دسترس در سطح آنزیمفعالیت 
با . ]13و25[باشد و محتواي آب محیط می) پیوندي

هاي آمینه باردار از طریق توجه به این مسئله که اسید
هاي الکترواستاتیکی نیرومند به آب سطحی برهم کنش

هاي آلی محلول باشند، حضور حلالآنزیم متصل می
ب تضعیف در آب با توجه به تغییر قطبیت محیط سب

ها شده و در نتیجه حذف آب سطحی کنشاین برهم
   داراي DMSO و DMF هايحلال .]26(افتد اتفاق می

Log p آب کردن جدا با هاحلال این هستند، کمی 
 باعث پروتئین اطراف) Essential water( ضروري

  .شوندمی پروتئین واسرشتگی
یافته جهش برايبر اساس نتایج بدست آمده  -

E188R هاي مذکور در محیط آبی ارتقا تمامی پارامتر
یافته چنین اظهار توان در مورد این جهشیافته که می

یافته و آمینه جهشفاصله میان اسید با وجودکه،  کرد
هاي سینتیکی ذکر جایگاه فعال آنزیم، بهبود شاخص

تواند ناشی از تخریب یافته میشده در این جهش
هاي آمینهبا اسیدE188  آمینهاسیدمیان هاي نمکی  پل

-در آنزیم وحشی و شکل K340و  R248همسایه 

-و اسید R188آمینه نمکی جدید بین اسیدگیري پل

که این  .]20[ باشدیافته در حالت جهش E246آمینه 
تواند سبب تغییر شکل و اندازه جایگاه تغییرات می

دهی مجدد و یا اتصال سوبسترا و انرژي سازمان
افزایش پتانسیل احیائی و تسهیل در جابجایی سرعت 

  . ]29-27[ شودانتقال الکترون بین سوبسترا و آنزیم 
ت حلالی و نیز مهاي سینتیکی و مقاوپارامتر يارتقا -

یافته ناپذیر در جهششدن برگشتبهبود ضریب غیر فعال
E188A  در حضور  وDMSO توان چنین توجیه را می

 در آلانین گریزآب آمینهاسید شدن نمود که جایگزین
 سبب تواندمی 2و 1 دمین بین و سطحی لوپ ناحیه

 سبب خود و شده ناحیه این در هیدروفوبیسیته افزایش
هاي مذکور و نیز و بهبود پارامتر پکینگ دمین افزایش

مقاومت دمایی و مقاومت حلالی در حضور این حلال 
 .شود

 هايپارامتر در ملاحظه قابل بهبود بارهدر همچنین -
 در و وحشی آنزیم به نسبت E188K یافته جهش سینتیکی
 که داشت اظهار چنین توانمی نیز آلی هايحلال حضور

 با آمینهاسید با) گلوتامیک( منفی بار با آمینهاسید جابجایی
 لوپ ناحیه در و یافتهجهش این در) لیزین( مثبت بار

 ابر میان فضایی ممانعت کاهش به منجر تواندمی سطحی
 سایر و یکسو از مذکور منفی بار با آمینهاسید الکترونی

 .شود دیگر سوي از منفی بار با همسایه هايآمینهاسید

آمده در این تحقیق و نیز نتایج تمامی نتایج به دست -
مستقیم افزایش  حاصل از مطالعات قبلی نشان از ارتباط

 .مقاوت دمایی با بهبود پایداري در حضور حلال آلی دارد

  
   سپاسگزاري -5
وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه تربیت ه این ب

دلیل حمایت مادي از این تحقیق کمال تشکر را ه مدرس ب
  .دارد

شناسی دانشگاه تربیت از کارشناسان آزمایشگاه آنزیم
آقاي اعتضاد و سرکار خانم دکتر ویژه جناب ه مدرس ب

هاي علمی ایشان انجام این منش که بدون راهنماییدبیر
  .دشو قدردانی می ،پذیر نبود تحقیق امکان

 
 



  و همکاران بهنام راسخ  . . . با  باکتریایی لاکاز  آنزیم  حلالی پایداري افزایش بررسی

10 

 منابع -6
[1] Piontek, K., Antorini, M., and Choinowski, T. 

(2002). Crystal structure of a laccase from the 
fungus Trametes versicolor at 1.90-Å resolution 
containing a full complement of coppers. J. 
Biol. Chem. 277, 37663-37669. 

[2] Xu, F. (1996). Oxidation of phenols, anilines, 
and benzenethiols by fungal laccases:  
correlation between activity and redox 
potentials as well as halide inhibition. Biochem. 
35, 7608-7614. 

[3] Messerschmidt, A., and Huber, R. (1990). The 
blue oxidases, ascorbate oxidase, laccase and 
ceruloplasmin, modeling and structural 
relationships. Eur. J. Biochem. 187, 341-352. 

[4] Bourbonnais, R., and Paice, MG. (1990) 
Oxidation of non-phenolic substrates: An 
expandedrole for laccase in lignin 
biodegradation. FEBS. Lett. 267, 99-102. 

[5] Givaudan, A., Effosse, A., Faure, D., Potier, P., 
Bouillant, ML., and Bally, R. (1993) 
Polyphenol oxidase in Azospirillum lipoferum 
isolated from rice rhizosphere : evidence for 
laccase activity in nonmotile strains of 
Azospirillum lipoferum. FEMS. Microbiol. 
Lett. 108, 205-210. 

[6] Solano, F., Garcia, E., Perez de Egea, E., and 
Sanchez-Amat, A. (1997). Isolation and 
characterization of strain MMB-1 a novel 
melanogenic marine bacterium. Appl. Environ. 
Microbiol. 63, 3499-3506. 

[7] Endo, K., Hayashi, Y., Hibi, T., Hosono, K., 
Beppu, T., and Ueda, K. (2003). Enzymological 
characterization of Epo A, a laccase-like phenol 
oxidase produced by Streptomyces griseus. J. 
Biochem. 133, 671-677. 

[8] Couto, S. R., Toca, Herrera J. L (2006) 
Industrial and biotechnological  applications of 
laccases. Biotechnology Advances. 24, 500-
513. 

[9] Camarero, S., Ibarra, D., Martinez M. J., and 
Martinez, A. T. ( 2005) Lignin-d.erived 
compounds as   efficient laccase mediators for 
decolorization of different types of 
recalcitrantdyes. Appl. Environ. Microbiol. 71, 
1775-1784. 

[10] Badoei Dalfard, A., Khajeh, K., Soudi, M. R 
Naderi Manesh, H., Ranjbar, B., and Reza 
Hassan Sajedi, R. H. (2006). Isolation and 
biochemical characterization of laccase and 
tyrosinase activities in a novel melanogenic soil 
bacterium. Enzyme and Microbial Technology. 
39, 1409-1416. 

[11] Kawata, T., and Ogino, H. (2010). Amino acid 
residues involved in organic solvent-stability  
of the LST-03 lipase. Biochemical and 

Biophysical Research Communications. 400, 
384–388. 

[12] Rabinovich, M. L., Bolobova, A.V., and 
Vasil’chenko, L.G. (2004) Fungal 
decomposition of natural aromatic structures 
and xenobiotics: a review. Appl. Biochem. 
Microbiol. Vol. 40, 1–17. 

[13] Wana, Y. Y., Xiaoc, L., Duc. Y. M., 
Miyakoshi. and T., Chend, C. L. (2010). Effects 
of Organic solvents on the activity of Rhus 
laccases.  Int. J. Biol. Macromol. 47, 488-495.  

[14] Tzialla, A. A., Taha, A. A., Kalogeris, E., 
Stamatis, H., Aikaterini, A., Emmanuel 
Kalogeris, E., and Stamatis, H. (2009). 
Improving the catalytic performance of fungal 
laccases in monoterpene-based reaction 
systems. Biotechno.l Lett. 31, 1451–1456. 

[15] Noriyuki, D., and Ogino, H. (2010). Organic 
solvent-tolerant enzymes. Biochemical 
Engineering Journal. 48, 270-282. 

[16] Lyer, P. V., Ananthanarayan, L. (2008) 
Enzyme stability and stabilization—Aqueous 
and non-aqueous environment. Process 
Biochemistry. 43, 1019–1032. 

[17] Mohammadian. M., Fathi-Roudsari, M., 
Mollania, N., Badoei-Dalfard, Aand K. Khajeh, 
K. (2010). Enhanced expression of a 
recombinant bacterial laccase at low 
temperature and microaerobic conditions: 
purification and biochemical characterization. 
J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 37, 863-869. 

[18] Fisher, C. L., and Pei, G. K. (1997). 
Modification of a PCR-based site-directed 
mutagenesis method, BioTechniques. 23 (1997) 
570-574. 

[19] Sambrook, J., and Russell. D. W. (2001) 
Molecular Coloning A Lboratory Manual, 
CSHL PRESS, Third Edition, Vol 1-2. 

[20] Mollania, N., Khajeh, K., Ranjbar, B., and 
Hosseinkhani, S. (2011). Enhancement of a 
bacterial laccase thermostability through 
directed mutagenesis of a surface loop. 
Enzyme. Microb. Technol. 49, 446-452. 

[21] Childs, R. E., and Bardsley, W. G. (1975). The 
steady-state kinetics of peroxidase with 2, 2′ 
azino-di-[3-ethyl-benzthiazoline-6- sulphonic 
acid] as chromogen. Biochem. J. 145, 93-103. 

[22] Wilkinson, A. J., A.R. Fersht, A. R., Blow, D. 
M., and Winter, G. (1983). Site-Directed 
Mutagenesis as a Probe of Enzyme Structure 
and Catalysis: Tyrosyl-tRNA Synthetase 
Cysteine-35 to  Glycine-35 mutation. 
Biochemistry. 22, 3581-3586.  

[23] Schulz, G. E., and R.H. Schirmer, R. H. (1979). 
Principles of protein structure, Springer-verlag. 
New York. 

[24] Kumar, S., Tsai, C. J., and R. Nussinov, R. 



 1393و تابستان  بهار / 1، شماره 5دوره      مدرس انشگاه تربیتدفناوري زیست 

11 

(2000). Factors enhancing protein 
thermostability. Protein. Eng. 13, 179-191. 

[25] Zaks, A., and Kilbanov, A. M. (1988). The 
effect of water on enzyme action in organic 
media, J. Biol. Chem. 263, 8017-8021. 

[26] Gorman, L. A., Dordick, J. S. (1992). Organic 
solvents strip water off enzyme, Biotechnol. 
Bioeng. 39, 392-397. 

[27] Solomon, E. I., Sundaram, U. M., and 
Machonkin, T. E. (1996). Multicopper oxidases 
and oxygenases. Chem. Rev. 96, 2563-2605. 

[28] Moser, C .C., Dutton, P.L. (1996). In: Protein 
electron transfer, (Bendall, D.S., ed.), Bios 
Scientific Publishers Ltd. pp. 1-21. 

[29] Machonkin, T. E., Quintanar, L., Palmer, A. 
E., Hassett, R., Severance, S., Kosman, D. J., 
and Solomon, E. I. (2001). Spectroscopy and 
reactivity of the Type 1 copper site in Fet3p 
from Saccharomyce scerevisiae:  correlation 
of structure with reactivity in the multicopper 
oxidases. J. Am. Chem. Soc. 123, 5507-5517. 

 
  
 


