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Abstract 

Laccases are a diverse group of multicopper oxidases that catalyze the oxidation of a wide range of 

aromatic compounds. These enzymes act on various phenolic and non-phenolic, as well as inorganic 

substrates. Owing to their strong oxidative potential, laccases are capable of degrading highly 

recalcitrant compounds, thereby playing a crucial role in pollutant removal. They are widely distributed 

in nature, occurring in numerous plants, fungi, bacteria, and even some insects.  Environmental samples 

were cultured on yeast extract–glucose agar, and the isolated yeast strains were subjected to qualitative 

screening using guaiacol, ABTS, acetaminophen, and catechol as indicator substrates. A high potential 

laccase-producing strain was selected through quantitative assays. Culture conditions were optimized 

with respect to temperature, carbon source, and nitrogen source. The enzyme was subsequently purified 

and applied to the preparation of chitosan/gelatin hydrogels containing Kochia scoparia extract. 

Following qualitative and quantitative screening, the strain Rhodotorula mucilaginosa ASAA1404 was 

identified as the superior producer, with a laccase activity of 50.6 IU/L. Glucose and yeast extract were 

found to be the most effective carbon and nitrogen sources, respectively, and the optimal cultivation 

temperature was 25 °C. The resulting hydrogels exhibited notable antibacterial activity against 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, and Escherichia coli. This study demonstrates that 

laccase production by yeast and its incorporation within biocompatible hydrogel matrices represent a 

novel and sustainable strategy for developing advanced systems in biotechnology, medicine, and 

environmental applications. 
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Introduction 

Laccases are one of the oldest and most well-known members of the multicopper protein family, known as 

benzenediol:oxygen oxidoreductases. They are model enzymes for multicopper oxidases and participate in cross-

linking monomers, degrading polymers, and cleaving aromatic compounds. They represent the simplest enzymes 

that combine all three types of oxidized copper (II) centers within a single molecule. 

One application of laccase enzymes is their use in the preparation of hydrogels for wound dressings, particularly 

for chronic wounds. Chitosan and collagen, or gelatin-based dressings are typically produced in hydrogel form, 

adhering to the accepted concept of moist wound healing. The stability of dressings for chronic wounds can be 

compromised due to the need for infrequent yet repeated replacement. Therefore, these hydrogels must possess 

biological stability and mechanical strength, which can be achieved through additional cross-linking. 

To this end, various chemical cross-linkers have been used; however, their cytotoxicity makes them unsuitable for 

biomedical applications. The search for natural and safe cross-linking agents has led to the use of plant 

polyphenols, such as proanthocyanidins and hydrolyzable tannins, due to their low cytotoxicity, among other 

reasons, for stabilizing carbohydrate–protein systems. Kochia scoparia seed polyphenols, known as potent 

antioxidants, serve as an example. 

The aim of this study was to isolate and screen yeast strains producing laccase, optimize the top-performing strain, 

analyze the produced enzyme, and utilize it for the fabrication of hydrogel dressings for chronic wounds. These 

dressings were designed to contain chitosan, gelatin, and natural phenolics cross-linked by laccase to obtain 

bioactive and biostable materials with adjustable physicochemical and mechanical and functional properties. 

 
Materials and Methods 

Yeasts isolated for this study were obtained from Isfahan Zoo waste and decaying wood in Kuh-e Soffeh Park, 

Isfahan. Samples were collected in sterile containers and transported to the laboratory for further processing.  

Samples from the aforementioned sources were inoculated onto plates of yeast extract–glucose agar, YGA 

medium and incubated aerobically at 30 °C for 48 hours. Representative yeast colonies were randomly selected 

and subcultured 2-3 times on sterile YGA plates to obtain pure isolates. The obtained yeast isolates were 

qualitatively screened on yeast extract–peptone–dextrose, YPD agar medium containing the indicator compounds 

0.5% (w/v) guaiacol, ABTS, acetaminophen, and 0.02% (w/v) catechol. 

Laccase assay was performed using a modified method by Moncultunaroc et al. (2012). This method involved the 

spectrophotometric measurement of ABTS oxidation at 30 °C. Oxidation was monitored by the increase in 

absorbance at 420 nm, compared to a standard laccase (50 U/mL), using a UV/VIS spectrophotometer. One unit 

of enzyme activity was defined as the amount of enzyme oxidizing 1 mmol of ABTS per minute. A growth curve 

was plotted for the best isolate, selected based on quantitative and qualitative screening results as it exhibited the 

highest laccase production potential. 

Optimization of laccase production was performed in the aforementioned yeast culture medium using different 

carbon sources (glucose, sucrose) and agricultural products such as Kochia seeds, molasses, iris leaves, green tea, 

cocoa, and whey at a concentration of 1% (w/v), along with various nitrogen sources including peptone, yeast 

extract, ammonium sulfate, sodium nitrate, and potassium nitrate. Different incubation temperatures (25, 30, 35, 

and 37 °C) were also tested. The medium was inoculated with 1 mL of a 48-hour yeast culture and incubated at 

the same temperature. After 72 hours, the amount of laccase produced in each medium was measured. 

Laccase enzyme purification was carried out according to the method of Ding et al. (2012). Crude laccase was 

purified using ammonium sulfate precipitation. Polyphenols were extracted from Kochia scoparia seeds using 

water and ethanol solvents. Since the ethanol extraction method yielded better results, it was used in subsequent 

stages. Chitosan and gelatin solutions were mixed at a 2:3 (w/w) ratio at room temperature overnight. 

Subsequently, 20 mL of the extracted Kochia solution was added to 75 mL of the previously prepared chitosan-

gelatin mixture (2:3 w/w). The cross-linking reaction was initiated by adding 15 mL of laccase solution (10 

units/mL) and continued for a specified period of 24 hours at 45 °C under constant stirring. The enzymatic 

reaction was terminated by heating at 100 °C for 2 minutes, and the resulting mixture were frozen and freeze-dried 

at -20 °C. 

Scanning Electron Microscopy (SEM) micrographs of the hydrogels were prepared at ×25 magnification. The 

antimicrobial activity of the enzymatically synthesized hydrogels was evaluated against Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes, and Escherichia coli. 
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Results 

A total of 22 laccase-producing yeast strains were isolated from the samples. The qualitative screening results for 

laccase production by these 22 yeasts, isolated from various sample sources, were examined for growth and 

laccase production on screening media containing catechol, guaiacol, acetaminophen, and ABTS. Isolates 

showing no response to the substrates or only a weak response to a single substrate were discarded. Only isolate 

F12 showed the most positive response to all substrates. The results of the quantitative screening of yeast isolates, 

measuring laccase activity using 1 mM ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), showed 

that yeast isolates F12 and F14 had the highest activity at 50.6 U/L, followed by isolate F11 (47.9 U/L). The 

lowest activity was observed in isolate F1 with a value of 24 U/L. Based on the qualitative and quantitative 

screening results, isolate F12, which had higher growth and laccase activity, was selected as the superior isolate 

for further studies. F12 was isolated from zoo waste. Isolate F12 was identified based on morphological, 

microscopic, and physiological characteristics. The colony morphology of isolate F12 on PDA medium was 

creamy and raised. The microscopic shape of the isolate was shown in the corresponding figure. The sugar 

fermentation pattern of isolate F12 showed that this yeast could ferment sorbitol, maltose, mannitol, trehalose, 

glucose, and galactose, but was unable to ferment xylose. 

Based on a BLAST search of the complete ITS region sequence, the yeast strain used for F12 showed the highest 

similarity (90%) with strain ASAA1404 of Rhodotorula mucilaginosa. The sequence of the yeast isolate was 

deposited in the GenBank database with the accession number SUB15519713. Figure 3 shows the phylogenetic 

tree of the superior strain. Growth and laccase-producing enzyme activity were monitored for up to 216 hours. 

The correlation between the growth curve and laccase production showed that the maximum enzyme production 

occurred during the logarithmic and stationary phases. The yeast isolate Rhodotorula mucilaginosa ASAA1404 

exhibited its highest laccase activity in glucose (50.34 U/L), its maximum activity with yeast extract (50.18 U/L), 

and its highest laccase activity at 30 °C (60.02 U/L). 

The results of laccase purification from Rhodotorula mucilaginosa ASAA1404 and its effect on total protein 

content and total laccase activity are shown. The total protein content decreased from 0.452 mg/mL to 0.160 

mg/mL at each purification stage, subsequently increasing the specific activity of the enzyme. Scanning Electron 

Microscopy (SEM) micrographs of the chitosan and gelatin hydrogels with freeze-dried Kochia seeds revealed 

porous structures with varying pore sizes and shapes, depending on the cross-link density (enzymatic reaction 

time). The antimicrobial activity of the enzymatically synthesized hydrogels against the Gram-positive bacteria S. 

aureus and L. monocytogenes and the Gram-negative bacterium E. coli was demonstrated. The hydrogels inhibited 

the growth of all three strains after 24 hours of incubation. 

 

Discussion and Conclusion 

The yeast isolates with the best laccase potential in this work were isolated from zoo waste. The yeasts showed 

diversity in their response to several indicator compounds, which is consistent with the report by Baldarian 

(2004). This can be attributed to a preferential tendency towards different substrate groups (ortho- and para-

diphenols). The formation of a dark brown color in positive microbes was due to the reactive quinone product 

generated during the reaction, which often spontaneously polymerizes to form dark brown or black melanoid 

pigments. This research investigated and optimized the feasibility of producing laccase enzyme from yeast as a 

cost-effective and efficient biological source. The initial screening results showed that the selected yeast strains 

were capable of producing laccase with a significant level of enzymatic activity. This finding aligns with previous 

studies that have reported yeasts such as Yarrowia lipolytica and Pichia pastoris as potential laccase producers. 

Optimizing the culture conditions led to a significant increase in laccase production yield. Key factors, including 

the type and concentration of carbon and nitrogen sources, as well as incubation temperature, were identified as 

effective parameters. The optimal conditions resulted in an approximately 2-3-fold increase in enzyme activity 

compared to control conditions, indicating the direct influence of these factors on enzyme expression and stability 

in the environment. 

In the second part of the study, the produced laccase was used as a biocatalytic agent in hydrogel synthesis. The 

use of laccase in the cross-linking reaction of polymers such as polyvinyl alcohol and derivative polysaccharides 

led to the formation of stable and uniform three-dimensional networks. Evaluation of the physicochemical 

properties of the hydrogels, including swelling degree, mechanical stability, cell biocompatibility, and controlled 

release capability, showed that the final product possessed desirable properties and had the potential for use in 

drug delivery systems or tissue engineering. 
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A comparison of these results with similar studies indicates that using yeast laccase instead of fungal laccase may 

offer advantages in terms of production cost, growth time, and biological safety. Furthermore, laccase-based 

biocatalytic processes reduce the need for harsh reaction conditions, providing a green and sustainable approach to 

the synthesis of biomaterials. However, challenges such as complete enzyme purification, long-term stability of 

the hydrogel in a physiological environment, and in vivo toxicity studies remain, requiring more extensive 

research and development at both pilot and industrial scales. Additionally, engineering yeast strains through 

molecular methods could improve laccase gene expression and increase enzymatic activity. 

  

 

10.22108/bjm.2025.146566.1650


 شناسی میکروبیزیست

 145-38صفحه ، 1545، 45شماره ، چهاردهمسال 

 11/40/1545تاریخ پذیرش:                15/44/1545تاریخ دریافت: 
 

 مقاله پژوهشی
 

 

گامی نوین  عنوانو استفاده از آن به سازی تولید آنزیم لاکاز از مخمرگری و بهینهجداسازی، غربال

 فعالتهای زیسدر سنتز هیدروژل

 سهیلا عباسی

 .رانیا اصفهان، دانشگاه ،یستیز یهایناورف و علوم دانشکده ،یولوژیکروبیم و یمولکول یسلول یشناسستزی گروه
Soheila522003@yahoo.com 

 

 فریبا اسماعیلی

 .رانیا اصفهان، دانشگاه ،یستیز یهایفناور و علوم دانشکده ،یجانور و یاهیگ یشناسستیز گروه
esmail_far@yahoo.com 

 

 فاطمه زهرا قضاوی

 .رانیا اصفهان، دانشگاه ،یستیز یهایفناور و علوم دانشکده ،یولوژیکروبیم و یمولکول یسلول یشناسستزی گروه
laya.ghazavi@yahoo.com 

 

 

 چکیده

 از وسیعی طیف آنزیم این د.نکنیم زیرا کاتالآروماتیک  باتیانواع ترک ونیداسیاکس که هستند یمسند چ یدازهایاز اکس یکازها گروه متنوعلا

 بسیار ترکیبات تواندمی بالا اکسیدکنندگی قدرت علتبه آنزیم ایند. کنمی اکسید را غیرآلی و غیرفنلی سوبستراهای نیزو  فنلی سوبستراهای

 از بسیاری در کهطوریبه است؛ پراکنده وسیع طوربه طبیعت در لاکاز .باشد داشته نقش هاآلاینده حذف در وکند  تجزیه را پذیرتجزیه سخت

شده روی محیط کشت عصاره مخمر گلوکز آوریهای جمعنمونه. است شده دیده حشرات از بعضی در حتی و هاباکتری هاقارچ آلی، گیاهان

و کاتکول  نوفنیاستام ،ABTSگایاکول، شاخص  باتیترکسازی شدند. با غربالگری کیفی روی آگار کشت داده شد و مخمرهای رشدیافته جدا

سازی شد. آنزیم لگری کمی سویه برتر با پتانسیل بالای تولید لاکاز انتخاب و شرایط کشت از لحاظ دما، منبع کربن و منبع نیتروژن بهینهو غربا

پس از جداسازی و غربالگری کمی و کیفی با عصاره تخم جارو استفاده شد.  نیو ژلات توزانیکسازی و در تهیه هیدروژل آمده، خالصدستبه

عنوان بهترین منبع عنوان سویه برتر شناخته شد. گلوکز بهبه IU/mL 6/44  با فعالیت آنزیم برابر ASAA1404 نوزایلاژیموس رودوتورولاسویه 

( IU/mL 41/64)گراد درجه سانتی 14و دمای مناسب ( IU/mL 13/44)عنوان منبع نیتروژن به، عصاره مخمر (IU/mL 85/44لاکاز ) تیفعالکربن 

و  (mm 4=ZOI)لیستریا مونوسیتوژنز ، (mm 14=ZOI)استافیلوکوکوس آرئوس های باکتری هیعل ییایضدباکتر تیفعال دارای هادروژلیه بود.

های کارگیری آن در ساخت هیدروژلدهد تولید لاکاز از منابع مخمری و بهاین تحقیق نشان می بودند. (mm14 =ZOI) اشریشیا کولی

 .شودزیست محسوب می فناوری، پزشکی و محیطهای زیستهای نوظهور در حوزهسازگار، رویکردی نوین و پایدار برای توسعه سامانهزیست

 ییلاکاز، اکسیداسیون، هیدروژل، مخمر، ضدباکتریا های کلیدی:واژه

                                                           
 نویسندۀ مسئول مکاتبات 

های سازی تولید آنزیم لاکاز از مخمر و استفاده از ان به عنوان گامی نوین در سنتز هیدروژلگری و بهینهفاطمه زهرا. جداسازی، غربال ،قضاوی ،فریبا ،اسماعیلی ،سهیلا ،عباسی
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 مقدمه

ترین اعضای شدهترین و شناختهلاکازها یکی از قدیمی

بنزن دیول  عنوانبهخانواده پروتئین چند مسی هستند که 

های شوند. آنها آنزیماکسیژن اکسیدوردوکتاز شناخته می

مدل اکسیدازهای چند مسی هستند که در اتصال عرضی 

اتیک ترکیبات آروممونومرها، تخریب پلیمرها و برش 

 ترین آنزیمی است که هر سهادهس .(1) دکننشرکت می

 کند.( را در یک مولکول ترکیب میIIآلی مس ) رزونانس

کاتالیست در  عنوانبهآنزیم لاکاز یک اکسیداز است که 

 .(1) شودهای کاهش اکسیژن به آب به کار برده میواکنش

الطیف برای تجزیه های وسیعبیوکاتالیست عنوانبهلاکازها 

صنعتی و های های فاضلابچندین ترکیب مانند آلاینده

ط هنگامی که سوبسترا توس شوند.بیمارستانی استفاده می

دهد و شود، یک الکترون از دست میلاکاز اکسید می

که ممکن است  دهدمعمولاً یک رادیکال آزاد تشکیل می

غیرآنزیمی ازجمله های تحت اکسیداسیون بیشتر یا واکنش

 .(8) هیدراتاسیون و پلیمریزاسیون قرار گیرد

 و استفاده، الکترون پذیرنده عنوانبه اکسیژن از لاکاز

 فنل خانواده جزء دلیل این به و کندمی تولید ینونئکو

 سوبستراهای از وسیعی طیف آنزیم این. (5)است  اکسیداز

 آروماتیک، هایآمین ،هافنلپلی و دی مونو، شامل آلی

 و غیرفنلی سوبستراهای نیز و کربوکسیلیک اسیدهای

 کردن اکسید به آن تمایل البته ؛دکنمی اکسید را غیرآلی

 قدرت علتبه آنزیم این .است بیشتر فنلدی پارا

 لیگنین ترکیبات غیرفنلی و فنلی ترکیبات اکسیدکنندگی

-تجزیه سخت بسیار طبیعت در که مشابه ترکیبات تواندمی

 داشته نقش هاآلاینده حذف در و تجزیه نیز را هستند پذیر

 است؛ پراکنده وسیع طوربه طبیعت در لاکاز .باشد

 و هاباکتری هاقارچ آلی، گیاهان از بسیاری در کهیطوربه

 .(4) است شده دیده حشرات از بعضی در حتی

یکی از کاربردهای آنزیم لاکاز استفاده از این آنزیم در 

های مزمن استفاده در پانسمان زخمبرای تهیه هیدروژل 

معمولاً به  نیژلاتیا  و کلاژن توزانیمواد پانسمان کاست. 

مرطوب  میترم شدهرفتهیو مطابق با مفهوم پذ دروژلیشکل ه

 یهاپانسمان در کاربرد زخم یداری. پاشوندیم دیتولزخم 

مکرر و کم، به  ضیبه تعو ازین لیدلمزمن ممکن است به

 یداریپا یدارا دیبا هادروژلیه نیا ن،یبنابرا ؛فتدیخطر ب

 یعرض وندیپ جادیبا ا تاباشند  یکیو استحکام مکان یستیز

  .(6) باشد یابیقابل دست یاضاف

 ییایمیش یعرض یهادهندهمنظور، از اتصال نیا یبرا

، آنها یسلول تیحال، سم نیبا ا ؛استفاده شده است یمختلف

 .(0) کندینامناسب م یپزشکستیز یکاربردها یرا برا

 (3) من،یو ا یعیدهنده طبوندیعوامل پ یجو براوجست

و  (9) هانیدیانیمانند پروآنتوس یاهیگ یهافنلیپل استفاده از

 نییپا یسلول تیسم لیدلرا به (14) زیدرولیقابل ه یهاتانن

 شودیها تصور مفنلیپل بارةدر. (11) دهدپیشنهاد میآن 

تعاملات  لیدلبه نیو پروتئ دراتیکربوه یهاسیماتر تیتثب

 نیباشد. چن مرهایوپلیو ب باتیترک نیا نیب یکیزیف

با استفاده از  توانیرا م یعیطب بیبر ترک یمبتن یکردهایرو

 یهابه ژل یابیدست یبرا یاختصاص اریبس یمیآنز یابزارها

 یهامیارتقا داد. آنز یکووالانس افتهیوندیو پ داریپا

 یهاواکنش شیبه افزامانند لاکاز، قادر  و،یداتیاکس

و  مرهایوپلیدر ب یو درون مولکول نیشدن بجفت

 EC)مثال، لاکاز  برای و (11) هستند یعیطب یهاکیفنول

را در  نیروزیت یهاماندهیو باق یفنل باتیترک (1.10.3.2

که  کندیم دیاکس ریپذواکنش یهانونیبه ک هانیپروتئ

مانند  ییهالیبا نوکلئوف فیباز ش لیبا تشک توانندیم

نشان  یشتریواکنش ب نیو ژلات توزانیاز ک نهیآم یهاگروه

 تیظرف لیدلبهاین ترکیبات  گر،ید یدهند. از سو

و خواص بهبود  یضدالتهاب ،یکروبیاثر ضدم ،یدانیاکسینتآ

  .اندزخم شناخته شده
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های قوی اکسیدانآنتی عنوانبه که1 جاروهای دانه فنللیپ

میکروبی ضدالتهابی و ضدشوند و دارای خواص شناخته می

های سلولی و توانند در پیشگیری از آسیبمی، هستند

 .های مزمن نقش داشته باشندماریکاهش خطر ابتلا به بی

شامل اسیدهای فنولیک، فلاونوئیدها،  های دانه جاروفنلپلی

 .شوندها مینیها و استیللیگنان

ها در برابر ها قادر به محافظت از سلولعصاره نیا

ملانوما  یهاسلول ریآزاد هستند که مانع از تکث یهاکالیراد

 یهامضر زخم یهامیبر آنز یو اثر مهار (18) شوندیم

 یدرمان ی. برتر (15) دارند یشگاهیآزما طیشرامزمن در 

 یمنفرد جداشده در دوزها یبا اجزا سهیها در مقاعصاره

 عنوانبه یعیاستفاده از عصاره طب لیدل (14) معادل

 منفرد بود. یمواد فنل یجابه یعرض یهادهندهاتصال

های مخمر ی و غربالگری سویهجداسازمطالعه  نیهدف ا

برتر آنالیز آنزیم  سازی سویهبهینهلاکاز و تولیدکننده 

 دروژلیه یهاپانسمان دیتولتولیدشده و استفاده از آن برای 

و  نیژلات توزان،یک یمزمن حاو یهاکاربرد زخم یبرا

است که توسط لاکاز به هم متصل  یعیطب یهاکیفنول

با خواص  داریپاستیو ز فعالستیتا مواد ز شوندیم

 .دیبه دست آ میقابل تنظ یو عملکرد یکیکومکانیزیف

 

 هامواد و روش

 مخمرها یجداساز

باغ وحش  فضولاتمطالعه از  نیا یجداشده برا یهامخمر

های درحال پوسیدن پارک کوه صفه و چوباصفهان 

 یآورجمع ،لیاستر ظروفها در جدا شدند. نمونهفهان صا

 منتقل شدند. شگاهیبه آزما شتریپردازش ب یو برا

 یالیسر صورتبهفوق  یحاصل از منابع جداساز یهانمونه

 تریلیلیم یک . سپسشدند قیرقبا سرم فیزیولوژی برابر  14

                                                           
1 Broom seeds )Kochia scoparia( 

عصاره  لیکشت استر طیبالاتر هر نمونه به مح یهااز رقت

 کیوتیبیکه به آن آنت شد حیتلق مخمر گلوکز آگار

 یبرا تریر لب گرمیلیم 144با غلظت  نیسیپتومااستر

 یهاتیاضافه شده بود. پل ییایباکتر یاز آلودگ یریجلوگ

، 14 -کشت عصاره مخمر گلوکز آگار )گلوکز طیمح

 حیتلق ،(تریر لبگرم  14 -و آگار 4 -، پپتون8 -عصاره مخمر

در  گرادیدرجه سانت 84 یساعت در دما 53و به مدت 

رشد مخمر  ندهینما یهاینکوبه شدند. کلنا یهواز طیشرا

 لیاستر یهاتیپل یبار رو 1-8انتخاب و  ،یتصادف طوربه

 یهایعصاره مخمر گلوکز آگار کشت داده شدند تا کلن

 .دیبه دست آ هاهیخالص جدا

 

 طیلاکاز در مح مخمر تولیدکننده یفیک یغربالگر

 جامد

 طیمحدر  یفیصورت کآمده بهدستمخمر به یجداها

با آگار  (YPD) کشت عصاره مخمر پپتون دکستروز

، ABTS (1درصد،  4/4 (w/v)گایاکول شاخص  باتیترک

 ،(دیاس کیسولفون-6-نیازولیبنزت لیات-8)سیب-نویآز-'1

 یغربالگر درصد  41/4 (w/v) هرسه و کاتکول نوفنیاستام

ه آگار با استفاد طیبا مح کیتان دیجز اس. همه موارد بهشدند

طور جداگانه در به کیتان دی. اسندشد لیاز اتوکلاو استر

با استفاده از اتوکلاو به مدت  گرادیدرجه سانت 111 یدما

 4آگار،  طیشد و قبل از افزودن به مح لیاستر قهیدق 14

 لتریبا ف ABTSکه یدرحال ؛افتیشدن خنکاجازه  قهیدق

اشده با مخمر خالص جد یهاهسویشده بود.  لیاستر ییغشا

و  حیلاکاز، تلق یغربالگر طیمح یروای روش کشت نقطه

درجه  84 یدر دما یصورت هوازساعت به 53به مدت 

در  یهاله رنگ لیانکوبه شدند. مشاهده تشک گرادیسانت

 لاکاز است. دیدهنده تولمخمر، نشان یهایاطراف کلن
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 عیکشت ما طیلاکاز در مح دیتول

 یکه براساس پاسخ به غربالگراده شد استف ییهاهیجدا از

 طیلاکاز داشتند. مح دیتول یرا برا لیپتانس نیبهتر ،یفیک

، عصاره (14)عصاره مخمر گلوکز شامل گلوکز  ،کشت

 1سپس با  .بود تریر لبرم حسب گبر (8)، پپتون (4)مخمر 

 ،فارلند مک مینبراساس ساعته  53از کشت مخمر  تریلیلیم

درون  گرادیدرجه سانت 84 یروز در دما 3و به مدت  حیتلق

 1، بعد ساعت 53شد.  هانکوب قهیدق بر دور 34 کریش

و  یآورجمع ،لیاستر طیدر شرا افتهیاز کشت رشد تریلیلیم

دور در  18444با سرعت  وژیفیانترکروسیبا استفاده از م

 گرادیدرجه سانت 5 یدر دما قهیدق 14به مدت  قهیدق

 یو برا یآورجمع ،ییرو یها. محلولدش وژیفیسانتر

 یبرا قیتحق نیروش در ا نیاستفاده شدند. ا میسنجش آنز

 دنبال شد. زین یبعددر مراحل  میآنز دیتول

 

 لاکاز تیفعال یکم نییتع

 شدهاستفاده از روش اصلاح لاکاز با سنجش

Moncultunaroc et al. (2012) روش  نیانجام شد. ا

در ،  ABTSونیداسیاکس یاسپکتروفتومتر یریگشامل اندازه

 134بود. مخلوط واکنش شامل  گرادیدرجه سانت 84 یدما

 میبافر استات سد تریکرولیم 134 ،یمیعصاره آنز تریکرولیم

 ABTS (1 محلول تریکرولیم 64مولار( و  1/4) pH 5.0 با

 دیاس تریکرولیم 14( بود. واکنش با استفاده از مولاریلیم

متوقف شد. در  قهیدق 14پس از درصد  4 کیکلرواستیتر

که ذکر شده باشد(، نمونه شاهد  یموارد زجبههر سنجش )

بود  یمیجز عصاره آنزبهمخلوط واکنش  یشامل تمام اجزا

شد.  نیگزیجا لیطر استرکه با حجم مربوطه آب مق

 514جذب در طول موج  شیافزا قیاز طر ونیداسیاکس

با استفاده ( IU/mL 44) در مقایسه با لاکاز استاندارد نانومتر

 تیواحد فعال کیدنبال شد. UV/VIS از اسپکتروفتومتر 

 مولیلیم یککننده دیاکس میمقدار آنز عنوانبه میآنز

ABTS شد فیتعر قهیدر دق. 

 نی رشد و تولید لاکاز توسط سویه برتررسم منح

که براساس پاسخ به  استفاده شد ایهیجدابهترین  از

لاکاز  دیتول یرا برا لیپتانس نیبهتر ،یفیککمی و  یغربالگر

قرار  شدهکشت عصاره مخمر گلوکز استفاده طیداشت. مح

ساعته  53از کشت مخمر  تریلیلیم 1و سپس با گرفت 

 84 یروز در دما 3و به مدت  حیتلق ،دفارلن مک مینبراساس 

شد.  هانکوب قهیدق بر دور 34 کریشدرون  گرادیدرجه سانت

 طیدر شرا افتهیاز کشت رشد تریلیلیم 1ساعت،  53هر 

میزان رشد و تولید آنزیم لاکاز آن و  یآورجمع ،لیاستر

 گیری شد.اندازه

 

 مختلف یطیمح طیلاکاز در شرا میآنز دیتول

و ساکارز(  و کربن مختلف )گلوکز منابع :ع کربنمنباثر 

محصولات کشاورزی مانند تخم جارو، ملاس، برگ زنبق، 

 / وزنی)درصد  1با غلظت چای سبز، کاکائو و آب پنیر 

کشت عصاره مخمر پپتون اضافه شدند.  طی( به محیحجم

 53از کشت مخمر  تریلیلیم 1و با  لیاستر ،کشت طیمح

ساعت  01پس از شد.  حیتلقک فارلند براساس نیم مساعته 

گیری ها اندازهمیزان لاکاز تولیدشده در هر کدام از محیط

 شد.

 و گلوکز یحاو هیکشت پا طیمح :تروژنیمنبع ن اثر

شامل  تروژنیاستفاده شد. منابع مختلف نعصاره مخمر 

و  میسد تراتین وم،یپپتون، عصاره مخمر، سولفات آمون

درصد  1/4جداگانه با غلظت  تصوربه میپتاس تراتین

کشت  طیبه مح تروژنین عتنها منب عنوانبه( یحجم / وزنی)

 53از کشت مخمر  تریلیلیم 1و با  لیاستر و اضافه ،هیپا

ساعت میزان لاکاز تولیدشده  01پس از شدند.  حیساعته تلق

 سنجش شد.ها در هر کدام از محیط

و  84 ،84 ،14) ونیمختلف انکوباس یدماها ریتأث :دما ریتأث

کشت  طیمح کیلاکاز در  دی( بر تولگرادیدرجه سانت 80

کشت با  طیذکرشده در بالا انجام شد. مح بیبا ترک لیاستر
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 یو در دماها حیتلق ،ساعته 53از کشت مخمر  تریلیلیم 1

ساعت میزان لاکاز تولیدشده در  01پس از فوق انکوبه شد. 

 یری شد.گها اندازههر کدام از محیط

 

 لاکاز میآنز)تغلیظ( نسبی  یسازخالص

 و نگید روش طبق لاکاز میآنز ینسب یسازخالص

 از استفاده با خام لاکاز. (16) شد انجام( 1411) همکاران

 از آن در که شد ظیتغل ومیآمون سولفات با رسوب روش

 از یدیبریه یهانیپروتئ حذف یبرا ومیآمون سولفات نمک

 سپس .شد استفادهدرصد  64 اشباع سطح در ریتخم طیمح

 مدت به قهیدق در دور 4444 سرعت با وژیفیسانتر با رسوب

 تا شد زیالید ینیپروتئ رسوب سپس. آمد دست به قهیدق 14

. شوند حذف یمیرآنزیغ مواد ریسا و ومیآمون سولفات

 یخوب به آن رس دو شد، ختهیر زیالید سهیک داخل به رسوب

 آب در خچالی طیشرا در ساعت 15 مدت به و شد محکم

 . شد ورغوطه مقطر

 بعد و قبل میآنز نیپروتئ کل یمحتوا و لاکاز میآنز تیفعال

 میآنز یسازخالص اثر نییتع یبرا ینسب یسازخالص از

 روش از استفاده با نیپروتئ کل یمحتوا ن،یهمچن. شد انجام

 یهاغلظت با استاندارد نمودار با سهیمقا در و برادفورد

 . شد انجام (BSA) یگاو سرم نیآلبوم متفاوت

 

 هاهیجدا یمولکول فیتوص

فعال درحال رشد با استفاده از  یهاکشتاز DNA  استخراج

بافر استخراج اضافه  عنوانبهانجام شد. کلروفرم  لنفروش 

 ریتکث. شود لیتشک ونیبار مخلوط شد تا امولس نیشد و چند

 یسیگذار رونوفاصله هیناح ریتکث مرازیپل یارهیواکنش زنج

با استفاده از آغازگر رو  مخمرژنوم   (ITS1/ITS2) یداخل

 ITS1 5'-CTGGTCATTTAGAGGAAGTAA - به جلو

-'ITS4 5 و آغازگر معکوس '3-

TCCTCCGCTTATTGATATGC -3' 35   .انجام شد

تا زمان استفاده  منتقل و ،دیلوله جد کیبه   PCR محصول

 .منجمد شد یتوال نییتع یبرا

 

 دروژلیه هیته

با  (Kochia scoparia) های جاروها از دانهفنلاستخراج پلی

 از استفاده با و یآب محلول حجم هم اتانول استفاده از حلال

 .شد انجام یروتار

بافر  مولاریلیم 14در بافر درصد  1 (w/v) نیژلات محلول

 شد هیته گرادیدرجه سانت 64 یو دما 4برابر   pHدر  استات

 1 (w/v) حل شد تا محلولدرصد  HCl 1در  توزانیک و

شد.  میتنظ 4 برابر نرمال NaOHبا  pHو  دیبه دست آدرصد 

 یدر دما 1:8 (w/w) به نسبت نیو ژلات توزانیک یهامحلول

 14مخلوط شدند. پس از آن،  شب کیاتاق به مدت 

 تریلیلیم 04به شده عصاره جاروی استخراجلول مح تریلیلیم

 که قبلاً با نسبتاضافه شد  نیو ژلات توزانیک از مخلوط

(w/w) 1:8 با افزودن  یشده بود. واکنش اتصال عرض هیته

( آغاز شد و تریلیلیواحد در م 14محلول لاکاز ) تریلیلیم 14

درجه  54 یساعت در دما 15تا  یمدت زمان مشخص یبرا

 یمی. واکنش آنزافتیزدن مداوم ادامه همتحت  گرادیانتس

 1به مدت  گرادیدرجه سانت 144 یدادن در دماحرارتبا 

درجه  -14 یحاصل تا دما یهاو مخلوط افتیخاتمه  قهیدق

اساس برها سرد و خشک منجمد شدند. نمونه گرادیسانت

 کنترل یهاشدند. مخلوط نییتع یمیزمان واکنش آنز

به  نیو ژلات توزانیکو عصاره فنلی و  نیو ژلات زانتویک

با  ای میاز همان روش، اما با حذف آنز یرویبا پتنهایی 

 شدند. هیته میو آنزفنل پلیحذف همزمان 

 

 بررسی و آنالیز هیدروژل

از  (SEM) یروبش یالکترون کروسکوپیم یهاکروگرافیم

 شدند. هیته× 14 ییبا بزرگنما هادروژلیه
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 روش به شدهساخته هایهیدروژل ضدمیکروبی تفعالی

 ،1آرئوس استافیلوکوکوس هایباکتری برابر در آنزیمی،

 .شد ارزیابی 8کولی اشریشیا و 1مونوسیتوژنز لیستریا

 

 نتایج

مخمر تولیدکننده کیفی  جداسازی و غربالگری

 لاکاز

 ها جدا سویه مخمر تولیدکننده لاکاز از نمونه 11در مجموع 

مخمر  11لاکاز  دیتول یفیک یغربالگر جهینتکه شد 

 یغربالگر هایطیجداشده از منابع نمونه مختلف، در مح

 1جدول در  ABTSحاوی کاتکول، گایاکول، استامینوفن و 

 یپاسخ چیکه ه کنار گذاشته شدند ییهاهیجدا اند.ارائه شده

سوبسترا پاسخ  کینها با ت ایبه سوبستراها نشان ندادند 

 را پاسخ مثبتبیشترین  F12 هینشان دادند. تنها جدا یفیضع

  .نشان داد تراهابه همه سوبس

 

 طیمخمر در مح یهاهیلاکاز توسط جدا میآنز دیتول تیپل یفیک ی: غربالگر.1Error! No text of specified style in document جدول

 ایبراساس ایجاد کلنی قهوه مختلف یغربالگر یهاشاخص یآگار حاو (YPD)خمر پپتون دکستروز کشت عصاره م

Table 1: Qualitative plate screening of laccase enzyme production by yeast isolates on yeast extract peptone dextrose (YPD) 

agar containing different screening indices based on brown colony formation845  

 نام جدایه  استامینوفن  ABTS گایاکول  کاتکول 

 F1 عالی خوب عدم رشد عدم رشد

 F2 خوب متوسط عدم رشد خوب

 F3 عالی خوب عدم رشد خوب

 F4 عدم رشد عدم رشد عدم رشد متوسط

 F6 عدم رشد عدم رشد خوب خوب

 F7 عدم رشد عدم رشد خوب خوب

 F8 عدم رشد عدم رشد ضعیف دعدم رش

 F9 عدم رشد عدم رشد ضعیف عدم رشد

 F10 ضعیف عدم رشد عدم رشد عدم رشد

 F11 عالی عالی خوب عالی

 F12 عالی عالی عالی عالی

 F13 خوب عدم رشد خوب خوب

 F14 ضعیف عدم رشد عدم رشد عدم رشد

 F15 خوب خوب خوب عدم رشد

 F16 متوسط خوب متوسط عدم رشد

 F20 عالی عالی خوب عدم رشد

 F21 متوسط ضعیف متوسط عدم رشد

 F22 خوب عالی عالی خوب

 

                                                           
3 S. aureus 
4 L.monocytogenes 
5 E. coli 
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های مخمر تولیدکننده غربالگری کمی جدایه

 لاکاز

نشان  1شکل مخمر در  یهاهیجدا یکم یغربالگر جهینت

 1لاکاز با استفاده از  یکم تیداده شده است. فعال

-نیازولیبنزت لیات-8) سیب-نویآز-'ABTS (1 ،1 لارمویلیم

 F14و  F12مخمر  هی( نشان داد جدادیاس کیسولفون-6

و پس از آن  تریواحد در ل IU/mL 6/44 تیفعال نیبالاتر

 نیرا داشت. کمتر F11 (IU/mL 9/50) مخمر هیجدا

 بود. IU/mL 15 با مقدار F1 هیمربوط به جدا تیفعال

که دارای  F12جدایه  ،یو کم یفیک یغربالگر جیاز نتا

 یبرتر برا هیجداعنوان رشد و فعالیت لاکاز بالاتری بود، به

جدا فضولات باغ وحش از  F12 ؛انتخاب شد شتریمطالعات ب

 شده بود. 

 

شناسایی بیوشیمیایی و مولکولی مخمر برتر 

 تولیدکننده لاکاز

 ،یکیمورفولوژ یهایژگیبراساس و F12 هیجدا

 شد.  ییشناسا یکیولوژیزیو ف یکروسکوپیم

نشان داده شده است، مورفولوژی  1طور که در شکل همان

و  یکرم PDAروی محیط کشت  F12کلنی جدایه 

توان همچنین شکل میکروسکوپی جدایه را می .برجسته بود

 در این شکل مشاهده کرد. 

 

 

 زیم لاکاز مخمرهای جداشده : نمودار کمی رشد و فعالیت کمی آن1شکل 
Figure 1: Quantitative graph of growth and quantitative activity of laccase enzyme of isolated yeasts 

 

این مخمر قادر به نشان داد  F12 هیقند جدا ریتخم یالگو

تخمیر قندهای سوربیتول، مالتوز، مانیتول، ترهالوز، گلوکز، 

 ر به تخمیر قند گزیلوز نیست.گالاکتوز است و قاد

 ITS هیکامل ناح یدر توال BLAST یجووبراساس جست 

را  شباهت نیشتریب، F12 هیسو یبرا شدهمخمر استفاده هیسو

و به  ASAA1404 Rhodotorula mucilaginosaبا سویه 

داده  گاهیمخمر در پا هیجدا یداشت. توال درصد 94 میزان

GenBank یدسترس و با شماره رهیذخ  SUB15519713 

سویه برتر را نشان  یکیلوژنتیدرخت ف 8 شکلشدند.  نییتع

دهد. می

 
 

file:///D:/work/1404/azar-%20ebteda/میکروبی%2016/10.22108/bjm.2025.146566.1650


 1545، 45شماره سال چهاردهم، ی، شناسی میکروبزیست 95
 

10.22108/bjm.2025.146566.1650 

 

 .نوری میکروسکوپ با گرم آمیزیرنگبا  F12 جدایه مرفولوژی . ب(PDA کشت محیط روی F12جدایه  کلنی : الف(1شکل
Figure 2: A) Colony of isolate F12 on PDA medium. B) Morphology of isolate F12 with Gram staining under light 

microscope. 

 

 

  .ASAA1404 نوزایلاژیموس رودوتورولاسویه  یکیلوژنتیدرخت ف: 8 شکل
Figure 3: Phylogenetic tree of Rhodotorula mucilaginosa strain ASAA1404. 

 

 یطیمح طیشرا لاکاز در میآنز دیتولسازی بهینه

 مختلف

 و رشد است، شده داده نشان 5 شکل در که طورهمان

 شده دنبال ساعت 116 تالاکاز  تولیدکنندهآنزیم  فعالیت

 نشانآنزیم لاکاز  تولید و رشد منحنی بین همبستگی. است

 رحلهم زمان درآنزیم لاکاز  تولید میزان حداکثر داد

 .است بوده سکون حلهمر و لگاریتمی

 یهاهیلاکاز توسط جدا تیمنابع کربن مختلف بر فعال ریتأث

 هیتوسط جدا تیفعال نی( نشان داد بالاتر4شکل مخمر )

در زمان  ASAA1404 نوزایلاژیموس رودوترولا مخمر
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 نیربالات .ثبت شدگلوکز  یساعت برا 191 ونیانکوباس

گلوکز  در( را تریلمیلیواحد در  85/44لاکاز ) تیفعال

( تریلمیلیواحد در  14ساکارز ) در تیفعال نیداشت و کمتر

 بود. 

 

 

  .ASAA1404 نوزایلاژیموس رولاورودوت سویه توسط کشت محیط رویی مایع در آنزیم لاکاز تولیدشده فعالیت میزان و رشد منحنی بین : ارتباط5شکل 

Figure 4: Relationship between the growth curve and the amount of laccase enzyme activity produced in the supernatant of 

the culture medium by the Rhodotorula mucilaginosa strain ASAA1404. 

 

 

  .ASAA1404 نوزایلاژیموس رولاورودوت سویه توسط لاکازآنزیم  تیمنابع کربن مختلف بر فعال ریتأث: 4شکل 

Figure 5: Effect of different carbon sources on laccase enzyme activity by Rhodotorula mucilaginosa ASAA1404. 

 

 تی( بر فعالیو معدن ی)اعم از آل تروژنیمنابع مختلف ن ریتأث

شکل ) ASAA1404 نوزایلاژیموس رودوتورولا لاکاز توسط

 13/44) عصاره مخمردر را  تیفعالحداکثر ان داد ( نش6

کلراید آمونیوم  را در تیفعال نیکمترو  (تریلمیلیواحد در 

 داشت. ( تریلمیلیواحد در  19)

 هاهیلاکاز جدا تیبر فعال ونیمختلف انکوباس یدما ریتأث

 نیبالاتر ASAA1404رودوتورولا موسیلاژینوزا نشان داد 

 41/64) گرادیدرجه سانت 84 یدما دررا  لاکاز تیفعال

درجه  44 یرا در دما تیفعال نی( و کمترتریلمیلیواحد در 

  ( داشت. تریلمیلیاحد در و 93/9) گرادیسانت
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  .ASAA1404 نوزایلاژیموس رولاورودوت سویه توسط .لاکاز تیبر فعال تروژنیمنابع مختلف ن ریتأث: 6شکل 

Figure 5: Effect of different carbon sources on laccase enzyme activity by Rhodotorula mucilaginosa ASAA1404. 

 

 

  .ASAA1404 نوزایلاژیموس رولاورودوت سویه توسط لاکاز تیبر فعال ونیمختلف انکوباس یدماها ریتأث: 0شکل 

Figure 7: Effect of different incubation temperatures on laccase activity by Rhodotorula mucilaginosa ASAA1404. 

. شدمستقل سه بار تکرار  صورتبهتمامی آزمایشات 

 در. نداشده انیب اریمع انحـراف ± ـنیانگیم صورتبه هاداده

 افزارنرم اده ازفا اسـتب t-student از هـاشآزمـای مقایسـه

IBM SPSS Statistics 25  شدمطالعه . 

 

 

 

آنزیم لاکاز  نسبی )تغلیظ( زیساخالصنتایج 

 تولیدشده

 541/4از  یسازکل در هر مرحله خالص نیپروتئ یمحتوا

کاهش  تریلیلیر مب گرمیلیم 164/4به  تریلیلیر مب گرمیلیم

 واحد بر 41از  را میآنز ژهیو تیکه متعاقباً فعال افتی

 .داد شیافزالیتر واحد بر میلی 544لیتر به میلی
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 هیدروژلخصوصیات  بررسی

از  (SEM) یروبش یالکترون کروسکوپیم ریتصاو

 ،شدهلئوفیلیزه جارو با تخم نیو ژلات توزانیک یهادروژلیه

با را با اندازه و شکل منافذ متفاوت،  یمتخلخل یساختارها

( یمی)زمان واکنش آنز یعرض یوندهایپ یبه چگال توجه

 .(3 شکل) نشان دادند

 

 

 .روژل تولید شدهدرفولوژی هیوبا تخم جارو. ب( م نیو ژلات توزانیک یهادروژلی( از هSEM) یروبش یالکترون کروسکوپیم ریتصاو: الف( 3شکل 

Figure 8: a) Scanning electron microscope (SEM) images of chitosan and gelatin hydrogels with broomrape. b) Morphology 

of the produced hydrogel. 

 

واحد بر  544بررسی فعالیت آنزیم قبل از تثبیت )

( و بعد از تثبیت در هیدروژل کیتوزان و ژلاتین لیترمیلی

( نشان داد فعالیت آنزیم در حین لیترواحد بر میلی134)

 یابد.تثبیت کاهش می

 

 لژمیکروبی هیدروضدخاصیت 

شده به روش ساخته یهادروژلیه یکروبیضدم تیفعال

 .Lو  S. aureus گرم مثبت یهایدر برابر باکتر یمیآنز

monocytogenes  یگرم منفو E. coli  ورده آ 1جدول در

رشد  ون،یساعت انکوباس 15پس از  هادروژلیه. شده است

 9 شکل در که گونههمانرا مهار کردند.  هیسو سههر 

 یهاهیسو بر یکروبیمضد اثر جارو عصاره شودیم مشاهده

 بدون لژدرویه درون یوقت اما ؛دارد یمنف گرم و مثبت گرم

 مناسب یهااتصال عدم لیدلبه ردیگیم قرار لاکاز میآنز

 لاکاز میآنز. ابدییم کاهش اریبس یکروبیمضد تیخاص

 اتصالات اعثب دارد که یدکنندگیاکس تیخاص لیدلبه

 شدهاستفاده فنلیپل و نیژلات و توزانیک نیب محکم و یجانب

 دیتول انیجر در فنلیپل حذف از ،نیبنابرا ؛شودیم

 شیافزا یکروبیمضد تیخاص و کندیم یریجلوگ دروژلیه

 .ابدییم
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 اشریشیا کولیو ب(  استافیلوکوکوس آرئوسالف(  ،رم منفیهای گرم مثبت و گمیکروبی عصاره تخم جارو به تنهایی بر باکتریضد: اثر 9شکل 

Figure 9: Antimicrobial effect of broomrape seed extract alone on Gram-positive and Gram-negative bacteria: a) 

Staphylococcus aureus and b) Escherichia coli. 

 

تولید  مراحلفنل در )افزودن آنزیم مانع از حذف پلی لاکاز و پس از افزودن آنزیملاکاز بدون آنزیم شده ساخته یهادروژلیه یکروبیضدم تیفعال :1جدول 

 شود(هیدروژل می
Table 2: Antimicrobial activity of hydrogels made without laccase enzyme and after adding laccase enzyme. (Adding the 

enzyme prevents the removal of polyphenols during hydrogel production) 

: Antimicrobial 

activity ZOI (mm) 

Without laccase 

: Antimicrobial 

activity ZOI (mm) 

With Laccase 
Microorganism 

5 20 Escherichia coli ATCC 25922 
5 15 Staphylococcus aureus ATCC 27664 
4 8 Listeria monocytogenes PTCC 1163 

 

 

 یریگجهینتو بحث 

کار از  نیلاکاز در ا لیپتانس نیمخمر با بهتر یهاهیجدا

در پاسخ خود به مخمرها . ندفضولات باغ وحش جدا شد

دادند که مطابق با  انشاخص، تنوع نش بیترک نیچند

 به توانیم را نیا که (16) بود 1445بالداریان  گزارش

-پارا و ارتو) سوبستراها مختلف یهاگروه به میآنز لیتما

 رهیت یارنگ قهوه لیتشک .داد نسبت( هافنولید

 نونیک ریپذمحصول واکنش لیدلمثبت به یهاکروبیم

 طوربهشده در طول واکنش بوده است که اغلب دیتول

 یدیملانوئ یهاو رنگدانه شوندمی زهیمریخود پلخودبه

 . (10) دهندیم لیاه را تشکیس ای رهیت یاقهوه

عنوان در این پژوهش، امکان تولید آنزیم لاکاز از مخمر به

صرفه و کارآمد بررسی و بهیک منبع زیستی مقرون

های ادند سویهسازی شد. نتایج غربالگری اولیه نشان دبهینه

مخمری منتخب قادر به تولید لاکاز با سطح قابل توجهی از 

راستا هم فعالیت آنزیمی هستند. این یافته با مطالعات پیشین

پیچیا و  6یاروویا لیپولیتیکا که مخمرهایی نظیر است
عنوان تولیدکنندگان بالقوه لاکاز معرفی را به 0پاستوریس

 . (13)اند کرده

                                                           
6 Yarrowia lipolytica 
7 Pichia pastoris  
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 عنوانبهد از گلوکز ععصاره چای سبز و عصاره تخم جارو ب

 در گزارشی .لاکاز شناخته شدند دیتول یبراا سوبستر نیبهتر

 شکریسبوس برنج و باگاس ن Wakil et al. (2016)از 

شناخته  Dw13. سسیورومایکلو برای مخمربهترین سوبسترا 

 نیا شتریاند بها نشان دادهگزارش یکل طوربه. (13) اندشده

 آب در محلول یفنل ای کیآرومات باتیترک لیدلبه عاتیضا

 .(19) دهندیم شیافزا را لاکاز تیفعال

 یبرا تروژنیمنبع ن نیبهترعصاره مخمر و سولفات آمونیوم 

نیترات  یمعدن تروژنیندر گزارشی لاکاز شناخته شد.  دیتول

ه لاکاز شناخته شد دیتول یبرا تروژنیمنبع ن نیبهترسدیم 

 تروژنیمنبع ن کی نکهیبر ا یمبن یبا گزارشاین . (14) است

 یهالاکاز را در قارچ یبالا دیتول وم،یآمون تراتین ،یمعدن

. علاوه (11)مطابقت دارد  دهد،یم شیافزا دیسف یدگیپوس

پلئوروتوس  توسط لاکاز را تیفعال نیبهتر ن،یبر ا

نشان  تروژنیمنبع ن عنوانبه ومیبا سولفات آمون 9اوستراتوس

 . (11) دادند

 نشان داددر این مطالعه  ونیمختلف انکوباس یدماها ریتأث

گراد بهترین دما برای تولید درجه سانتی 84تا  14 دمای

 شیبا افزااست در گزارشی آمده  نیهمچنلاکاز است. 

مخمر  یبرا گرادیدرجه سانت 84بالاتر از  ونیانکوباس یدما
 پیچیا یبرا گرادیدرجه سانت 14و  Dw1. کلویورومایسس

.Dw2(13) لاکاز مشاهده شد دیدر تول یجی، کاهش تدر .

 یبرا نهیبه یدماکه  است هارائه شد یمشابه یهاگزارش

 گرادیدرجه سانت 81 ی، دما14اراسمیوسم در لاکاز دیتول

لاکاز در  دیتول یبرا نهیبه یدماگراد درجه سانتی 14و  (11)

پلئوروتوس  و (18) 11امیونشیزوفیلوم ک یقارچ خوراک
کاهش  .مطابقت داردکه با گزارش ما  (15) بود اوستراتوس

                                                           
8 Kluyveromyces sp.Dw1 
9Pleurotus . ostreatus HAI 493  
10 Marasmius sp. 
11 Schizophyllum commune  

و  یسلول یغشا بیترک رییتغ لیدلبه تواندیمدر دمای بالا 

 باشد. نیپروتئ سمیکاتابول کیتحر

دار در بازده سازی شرایط کشت منجر به افزایش معنیبهینه

. شدلیتر( واحد در میلی 64به  14)فعالیت از تولید لاکاز 

نوع و غلظت منابع کربن و نیتروژن و  ملهعوامل کلیدی ازج

عنوان پارامترهای مؤثر شناسایی شدند. دمای انکوباسیون به

برابری فعالیت  8تا  1شرایط بهینه موجب افزایش حدود 

دهنده تأثیر آنزیم نسبت به شرایط کنترل شدند که نشان

مستقیم این عوامل بر بیان آنزیم و پایداری آن در محیط 

 .است

عنوان عامل بخش دوم مطالعه، لاکاز تولیدشده بهدر 

کار گرفته شد.  کاتالیستی در سنتز هیدروژل بهزیست

پلیمرهایی مانند  11استفاده از لاکاز در واکنش اتصال متقاطع

شده، منجر به ساکاریدهای مشتقوینیل الکل یا پلیپلی

 د.وشمیبعدی پایدار و یکنواخت های سهتشکیل شبکه

ها ازجمله های فیزیکوشیمیایی هیدروژلبررسی ویژگی

و  سازگاری سلولیدرجه تورم، پایداری مکانیکی، زیست

شده، نشان داد محصول نهایی از قابلیت رهایش کنترل

کیفیت مطلوبی برخوردار است و توانایی استفاده در 

 د.های دارورسانی یا مهندسی بافت را دارسامانه

 ؛ندارند یعلت مشترک ایمزمن منشأ  یهاخمانواع مختلف ز

 یبالا یهاو غلظت ییایعفونت باکتر یحال، آنها دارا نیبا ا

 دازیلوپراکسیم ،(MMPs) کسیماتر یمتالوپروتئازها

(MPO) هستند که باعث  یواکنش ویداتیاکس یهاو گونه

و  (ECM) یخارج سلول کسیازحد ماترشیب بیتخر

درحال بهبود،  یهادر زخم .شوندیم شدر یفاکتورها

 یعیطب یهاها توسط مهارکنندهکسیماتر یمتالوپروتئازها

مزمن،  یهاکه در زخمیدرحال ؛(14) شوندیم یخود خنث

 نیا شتریو ب شودیها مختل ممهارکننده / نسبت پروتئازها

 پروتئازیآنت-. عدم تعادل پروتئازشوندینم ارمه هامیآنز

                                                           
12 crosslinking 
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 شده توسطدیتول (HOCl) پوکلرویه دیستوسط ا

طرف  کیکه از  شودیم دیتشد شتریب دازیلوپراکسیم

 گریو از طرف د کندیم رفعالیپروتئاز را غ یهامهارکننده

 .کندیم کینهفته را تحر کسیماتر یمتالوپروتئازها تیفعال

گونه  نیمزمن با چند یهامزخ شتریب ن،یعلاوه بر ا

سودوموناس و  اورئوس لوکوکوسیاستاف مانند ،ییایباکتر
 .(16) شوندیم زهیکلون نوزایآئروژ

 دیماده پانسمان با کیزخم،  میترم کیتحر یبرا ن،یبنابرا

 را در محل ویداتیو اکس کیتیپروتئول یهامیآنز هم همزمان

 سمیکروارگانیاز م یعار یطیمح و هم زخم کنترل کند

جذب  نیرطوبت بافت را در ح همچنینفراهم کند و 

 یبا خواص ذات ییمرهایوپلیحفظ کند. ب یترشحات اضاف

 / و کلاژن توزانیمانند ک ام،یبهبوددهنده الت ای یکروبیمضد

 یاریاند و اگرچه بسشده شنهادیدرمان زخم پ یبرا ن،یژلات

از آنها  یتنها تعداد کم، (3) ها در بازار موجود هستنداز آن

اند. شده یمزمن تجار یهاپانسمان زخم عنوانبه

 یو تا حد یخط ،یرچو قا یوانیبا منشأ ح یهاتوزانیک

 یگلوکان با خواص ذات-ید-دئوکسی-1-(5→1) لهیاست

)کلاژن  نیژلات گر،ید ی. از سو(10) هستند یکروبیمضد

، (13)و رشد سلول  یچسبندگ نیشده( علاوه بر تضمدناتوره

پروتئاز  نیچند یبرا بیقر یسوبسترا کی عنوانبه تواندیم

آنها را از هضم  جهیموجود در محل زخم عمل کند و در نت

 نحرف کند.م یخارج سلول کسیماتر

 یامرحله کی ندیافر کیر د 18تخم جارو یفنلیپل عصاره

تا  شودیم دیتوسط لاکاز اکس میواکنش ملا طیشرا در

به هم متصل شوند.  یکووالانس صورتبه نیو ژلات توزانیک

در  یانقش دوگانه هافنلیدر نظر گرفته شده است که پل

 عنوانبه -« رفعالیغ» صورتبههم  ؛کنندیم فایا دروژلیه

با کاهش  - «فعال» صورتبههم و  ینصر ساختارع کی

 دازیلوپراکسی، مکسیماتر یمتالوپروتئازهامضر  یهاتیفعال

                                                           
13 Kochia scoparia 

زخم مزمن  طیمح ،ییایعفونت باکتر ویداتیاکس یهاو گونه

 .باکتریایی دارندضدو هم خاصیت  کنندیرا اصلاح م

اره صع نیب زیآبگر - یونی یهاو برهمکنش یدروژنیه وندیپ

شکل بدون  یابه ساختار ورقه رمنج مرهایوپلیو ب فنلی

طور که در نتایج همان اما ؛(19, 9) دوشمی یعرض یوندهایپ

 ،یمیآنز شدهیعرض وندیپ یهادروژلیهمشاهده شد، 

از  یتابع عنوانبهاندازه منافذ  شیمتخلخل با افزا یساختار

 یهاستمینشان دادند که در س یعرض یوندهایپ زانیم

 . (6) شودیمشاهده م زیمشابه ن یعرض وندیپ یمریوپلیب

 ساختار و یباکتر گونه به هافنولیپل یبرا هایباکتر تحمل

 از یغن جارو تخم عصاره. دارد یبستگ هافنلیپل یمولکول

 یکروبیمضد تیفعال یدارا که است (EC) هانیکاتچیاپ

 اختلال قیطر از و (19) ستا آرئوس لوکوکوسیاستاف هیعل

 سودوموناس هیعل یکروبیمضد تیفعال ،یسلول یغشا در

 وندیپ گر،ید یسو از .(84) کنندیم اعمال نوزایآئروژ

 یفنل ارهصع نیب زیآبگر - یونی یهابرهمکنش و یدروژنیه

 یذات ییایباکترضد خواص لاکاز میآنز توسط مرهایوپلیب و

 یونیکات نیآم یهاگروه نیب انفعالات و فعل توسط توزانیک

 دهدیم شیافزا را یمنف بار با یکروبیم یسلول یغشاها و آن

 گزارش. شودیم غشا وارهید یرینفوذپذ رییتغ به منجر که

 اگرچه ؛است جیرا هاهیسو همه یبرا سمیمکان نیا است شده

 است کارآمدتر آرئوس لوکوکوسیاستاف یسلول یغشا در

(81).  

مقایسه نتایج این پژوهش با مطالعات مشابه حاکی از آن 

های جای لاکاز قارچاست که استفاده از لاکاز مخمری به

تواند از نظر هزینه تولید، زمان رشد و ایمنی می کپکی

. علاوه بر (81) هایی به همراه داشته باشدکی مزیتبیولوژی

کاتالیتیکی مبتنی بر لاکاز نیاز به یندهای زیستااین، فر

و رویکردی سبز و  دهدمیشرایط سخت واکنشی را کاهش 

با این حال، هنوز  ؛دهندپایدار در سنتز مواد زیستی ارائه می

ی کامل آنزیم، پایداری سازهایی نظیر خالصچالش

10.22108/bjm.2025.146566.1650
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بلندمدت هیدروژل در محیط فیزیولوژیک و بررسی سمیت 

تنی وجود دارد که نیازمند تحقیقات های دروندر مدل

صنعتی و صنعتی هستند. تر و توسعه در مقیاس نیمهگسترده

های های مخمری از طریق روشهمچنین، مهندسی سویه

ژن لاکاز و افزایش فعالیت تواند به بهبود بیان مولکولی می

 .(88) آنزیمی منجر شود

 شدهمخمر استفاده ندنتایج حاصل از این مطالعه نشان داد

ویژه پس از به ؛قابلیت بالایی در تولید آنزیم لاکاز دارد

پارامترهایی مانند دما، منبع کربن  ،سازی شرایط کشتبهینه

ر معناداری بر تولید آنزیم داشتند که با و نیتروژن تأثی

اما  ؛خوانی داردها همها و باکتریمطالعات پیشین روی قارچ

چون همعنوان منبع تولید لاکاز، مزایایی استفاده از مخمر به

تر تولید را به سرعت رشد بالا، ایمنی زیستی و هزینه پایین

های یدروژلاستفاده از این آنزیم در ساخت ه .همراه دارد

های سازگار، گامی نوآورانه در جهت توسعه سامانهزیست

نوین دارورسانی، ترمیم بافت و تصفیه زیستی محسوب 

ترکیب لاکاز با ساختارهای پلیمری در فرایند سنتز  .شودمی

بعدی با خواص های سههیدروژل، موجب ایجاد شبکه

ها از نظر لمکانیکی و زیستی قابل کنترل شد. این هیدروژ

سازگاری، تورم و پایداری ساختاری، عملکرد زیست

های عنوان حاملتوانند بهو می دهندمیمطلوبی از خود نشان 

 .زیستی به کار روند ثر در کاربردهای پزشکی و محیطؤم

تنها کاربرد صنعتی لاکازهای تولیدشده نتایج این پژوهش نه

ای برای های تازهافق کند، بلکهاز مخمر را برجسته می

فناوری قیمت در زیستبرداری از منابع میکروبی ارزانبهره

با این حال، انجام مطالعات بیشتر در زمینه  ؛گشایدباز می

سازی، مهندسی آنزیمی و بررسی عملکرد در مقیاس خالص

سازی این دستاورد را تواند مسیر تجاریصنعتی مینیمه

 کند.هموارتر 
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