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از  بومی با فعالیت لاکازی خارج سلولی (Brevibacterium) بروی باکتریومجداسازی 

 ساحل دریاچه ارومیهرسوبات 

 1رشید جامعی ،2مهدی ایمانی، *1، نیما شیخ بیگلو1بابک حاجی زاده

 گروه زیست شناسی دانشکده علوم، دانشگاه ارومیه،ایران، ارومیه،  1

 ی، گروه علوم پایهدامپزشکمیه، دانشکده ایران، ارومیه، دانشگاه ارو 2

 11/07/1401 تاریخ پذیرش: 12/01/1401 تاریخ دریافت:

 چکیده

ویژه صنایع با غلظت ، بمختلفصنایع  و دارای کاربردهای متنوعی در بیوتکنولوژی ،های حاوی مسفنل اکسیدازها پلیلاکاز

های تولید کننده برای جداسازی باکتری در این پژوهش .ندهست ساجیو صنایع ن ها، دباغیصنایع پالپ و خمیر نظیر بالای نمک

( و گایاکول 3mMسولفات مس ) حاوی مایع و جامد باکتریاییکشت  هایارومیه، محیطشور لاکاز از رسوبات ساحل دریاچه 

(0.01% w/v)  عنوان به ،اوی گایاکولروی محیط کشت ح ای مایل به قرمزهای ایجاد کننده کلنی قهوهباکتری. نددشاستفاده 

وسیله کاز داخل سلولی و خارج سلولی بمورد بررسی بیشتر قرار گرفتند. فعالیت آنزیم لا کننده لاکازتولید باکتریایی هایسویه

به عنوان  ABTS (2,2-azino-di-[3-ethylbenzo-thiazolin-sulphonate])و با استفاده از  nm 420روفتومتر و در طول موج تاسپک

محیط با استفاده از  یهاروم یاچهاز رسوبات درجدا شده  یاییباکترچهار سویه از  مطالعه یندر ا .بسترا مورد ارزیابی قرار گرفتسو

مطالعه  شد. تشخیص دادهخارج سلولی  ی قابل توجه به صورتلاکاز فعالیتبا  یهسو یک تنها کشت حاوی گایاکول،

بروی  متعلق به جنس ای شکل وگرم مثبت، میله سویه ینانشان داد که  16S rRNA ی ژنتوال یلتحل و یهتجزمیکروسکوپی و 

با  16S rRNA Brevibacterium sp. strain LUBr01ی توالنام گذاری شد.  Brevibacterium sp. strain LUBr01است و  باکتریوم

جدا شده در این  بروی باکتریوم، اسبفعالیت لاکازی من با توجه به .قابل دسترسی است GenBankدر  MN588176.1شماره 

ارومیه دارای پتانسیل بالقوه  شور همچنین دریاچهمفید واقع شود.  مطالعه جهت استفاده در صنایع مرتبط با آنزیم لاکاز می تواند

 ط شوری است.های خاص نظیر لاکاز با قابلیت استفاده در شرایهایی با توانایی تولید آنزیمجهت جداسازی میکروارگانیسم بالا

 بروی باکتریوم، ارومیه شور دریاچهلاکاز،  های کلیدی:واژه

 n.baygloo@urmia.ac.ir ، پست الکترونیکی: 04431942104تلفن:  مسئول: یسندهنو* 

 مقدمه

 که هستند اکسیدازهایی فنلپلی( EC 1.10.3.2)لاکازها 

 مختلف ترکیباتطیف وسیعی از مواد شامل  اکسیداسیون

 الکترون دهنده هایویژه گروهب ،و غیر آروماتیک آروماتیک

 از استفاده با را( -NH2)ها آنیلین و( -OH)ها فنل مانند

کنند می کاتالیز الکترون، گیرنده عنوان به مولکولی اکسیژن

 پتانسیل بالایی برای انجام . بنابراین لاکازها(17 و 11)

 و متیلاسیون لیمریزاسیون،پد پلیمریزاسیون، هایواکنش

با توجه به متنوع  .(43و  39، 13، 6)دارند  متیلاسیوند

 بودن سوبستراهای لاکازها و گسترده بودن کاربردهای

ها، استفاده از لاکازها در صنایع مختلف از آن بیوتکنولوژی

زدایی از صنایع نساجی )رنگ ،کاغذ تهیه خمیر جمله

 تولید ،نتز رنگ(پساب، سفید کردن منسوجات، س

های جین در رنگ هایتهیه پارچه چوب، کامپوزیت

 سنتز زیستی، هایسوخت ها وبیوسنسور طراحی مختلف،
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 از هااکسیدانآنتی و هادانهرنگ مانند محصولاتی طبیعی

مواد  تولید ،فنلی غیر و فنلی اسیدهای دایمریزه کردن طریق

 زداییالایی و سمپلیگنینی، زیست ضایعات از ترکیبی جدید

فاضلاب و  و زباله بازیابی محیطی و زیست هایآلاینده از

هایی که پتانسیل ایجاد سرطان همچنین در حذف آلاینده

توانند باعث اثرات نامطلوب بر رشد، تولید دارند و یا می

مثل، سیستم عصبی و ایمنی انسان و حیات وحش شوند 

، 18، 15، 8، 4 ،1)است  مورد توجه بسیاری قرار گرفته

 لاکازها های بیوشیمیایی،از نظر ویژگی .(36و  34، 26

که  هستند تترامری یا دایمری مونومری، هایگلیکوپروتئین

 نوع مس هستند. مس از سه نوع مس اتم چهار حاوی

1(T1Cu )آبی رنگ سوبسترا، عامل اکسیداسیون مسئول 

انومتر ن 610در حدود  قوی الکترونیکی جذب آنزیم، دارای

( T2Cu) 2مس نوع  تشخیص است. قابل EPRبه وسیله  و

 3 نوع مس است. تشخیص قابل EPRو به وسیله  رنگبی

(T3Cu )طیف  نزدیکی در ضعیفی جذبUV (nm330 )

 .(42)نیست  تشخیص قابل EPR به وسیله اما دارد

در  1883لاکاز حساس به حرارت برای اولین بار در سال 

( که باعث سختی و Rhus verniciferaدرخت ژاپنی ) یک

تیرگی این درخت بود، به وسیله دانشمندی به نام یوشیدا 

وجود آنزیم های لاکاز و شبه  .گرفت قرار شناسایی مورد

گزارش و حشرات نیز  نها، گیاهاها، باکتریدر قارچ لاکاز

بر عهده  کدام هر در را خاصی عملکردهای شده است که

با وجود این که آنزیم لاکاز در  .(29 و 26، 19) دارند

ده از لاکازها مطالعه و استفا شود،گیاهان به وفور یافت می

 آنزیم و دشوار سازیدلیل خالصبا منشاء گیاهی، ب

 با اکسیداتیو هایآنزیم زیادی تعداد دلیل وجودهمچنین ب

خام گیاه، مورد توجه  هایدامنه سوبسترایی بالا در عصاره

 .(32)گرفته است محققین قرار ن

  Azospirillum lipoferumدر باکتری باکتریایی لاکاز اولین

تولید  که در جدا شده از ریزوسفر برنج شناسایی شد

 و شبه لاکازها در لاکازها آن از . پسملانین نقش دارد

 Bacillus subtilis، Bordetella جمله از هاباکتری از تعدادی

compestris، Caulobacter crescentus، Escherichia coli، 

Mycobacterium tuberculosum، Pseudomonas syringae، 

Pseudomonas aeruginosa، Yersinia pestis  و

Stenotrophomonas maltophilia  (12 و 9)شناسایی شدند. 

 مقاومت ها،آن کارآمد بسیار بیان دلیلب باکتریایی لاکازهای

 با مقایسه در برابر قلیا ن دربود مقاوم دمایی بسیار زیاد و

 همچنین لاکازهای .ندهست ترقارچی مطلوب هایلاکاز

دستکاری  قابلیت قارچی لاکازهای به نسبت باکتریایی

 اسپور که آن جا . از(33و  25، 20) ژنتیکی بیشتری دارند

 سخت شرایط که در دهدمی این اجازه را باکتری ها به

 در است ممکن نیز اسپور پوشش هایآنزیم بمانند، زنده

در  .باشند مقاوم شدید pH مقادیر یا بالا حرارت درجه برابر

باکتری ها  لاکازهای وارد شده در پوشش اسپور نتیجه

مختلف  بیوتکنولوژی و صنعتی کاربردهای برای توانندمی

. باتوجه به مزیت لاکازهای (13)گیرند  قرار استفاده مورد

های جدید از منابع بکر که دارای باکتریایی، یافتن باکتری

 تجاریفعالیت بالای لاکازی یا شبه لاکازی و از لحاظ 

مقرون به صرفه باشند، مورد توجه محققین قرار گرفته 

گری و است. بنابراین هدف از این تحقیق غربال

های تولیدکننده آنزیم لاکاز از سازی باکتریخالص

عنوان یک منبع  های خاک ساحل دریاچه ارومیه بهنمونه

 بکر بود.

 مواد و روشها

های برای بررسی میکروارگانیسم: هاآوری نمونهجمع

 برداری از سواحل دریاچهتولیدکننده آنزیم لاکاز نمونه

به صورت  برداریارومیه انجام شد. نمونه بسیار شور

ساحل ناحیه از  در یک مختلف محل تصادفی از سه

به صورت کاملا متری سانتی 10تا 5 عمقدریاچه و از 

ای که های خاک در ظروف شیشهاستریل انجام شد. نمونه

داری آوری و در یخچال نگهجمع ندقبلا استریل شده بود

 .شدند
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به منظور های تولیدکننده آنزیم لاکاز: کتریجداسازی با

گرم از نمونه  10 های تولید کننده لاکاز،باکتری جداسازی

مایع میلی لیتر محیط کشت  100خاک جمع آوری شده به 

( و 3mMحاوی عصاره مخمر، سولفات مس ) مغذی

 96( اضافه و به مدت guaiacol :0.01% w/vگایاکول )

انکوبه شد.  rpm 120درجه سانتیگراد و دور  30ساعت در 

لازم به ذکر است با توجه به این که نمونه های خاک از 

برای  ارومیه جمع آوری شده بودند شورساحل دریاچه 

اضافه شد.  NaCl %1رشد بهتر باکتری ها به محیط کشت 

های تولید کننده لاکاز، بعد از سپس برای شناسایی باکتری

تهیه رقت، باکتری ها از محیط کشت مایع به محیط کشت 

( و 3mMحاوی سولفات مس ) Brain-Heart Agarجامد 

 spread plate( منتقل و به صورت w/v %0.01گایاکول )

 انکوباسیون در دمای ساعت 96بعد از داده شدند. کشت 

°C30 ،به ای مایل به قرمز رنگ قهوهبا های باکتریایی کلنی

عنوان باکتری های تولید کننده لاکاز، جهت خالص سازی 

 streak plateبه محیط کشت جامد منتقل و به صورت 

در نهایت سویه های خالص . (23و  9) شدند کشت داده

بررسی ماکروسکوپی و میکروسکوپی قرار شده مورد 

 گرفتند.

منظور سنجش فعالیت آنزیم ب: ارزیابی فعالیت آنزیم لاکاز

لاکاز، باکتری ایجاد کننده کلنی قهوه ای مایل به قرمز، در 

حاوی سولفات مس  Brain-Heart Infusion Brothمحیط 

(3mM( و گایاکول )0.01% w/v به صورت هوازی کشت )

درجه سانتیگراد و  30د از انکوباسیون در دمای داده شد. بع

ساعت، سوپرناتانت کشت  48 مدت به rpm 120دور 

به  g 6000و دور  C 4°باکتریایی با سانتریفوژ در دمای 

دقیقه جهت بررسی آنزیم خارج سلولی جمع  20مدت 

آوری شد. جهت بررسی آنزیم داخل سلولی رسوب سلول 

دو بار ( 0.1M; pH 6.5) های باکتریایی با بافر فسفات

بار  5شستشو داده شد. جهت شکستن سلول ها، 

دقیقه ای بین  1سونیکاسیون )هر بار یک دقیقه و با فواصل 

با استفاده از هموژنایزر التراسونیک مدل سونیکاسیون ها( 

UP200HT  ساخت کمپانیHielscher  انجام شد. بعد آلمان

 20به مدت  C 4°مای و د g14000 از سانتریفوژ در دور 

دقیقه، عصاره عاری از سلول حاوی آنزیم داخل سلولی به 

منظور تایید و صحت انجام . ب(38و  9)دست آمد 

از محلول برادفورد  و استخراج پروتئین تام، سونیکاسیون

استفاده شد که تغییر رنگ محلول برادفورد حاکی از 

ئین و استخراج پروت درستی و صحت انجام سونیکاسیون

 است. های داخل سلولی باکتری ها

قبل از ارزیابی فعالیت آنزیم لاکاز، با اضافه کردن کاتالاز به 

درجه  37محلول داخل و خارج سلولی و انکوباسیون در 

احتمالی تولید  2O2Hسانتیگراد به مدت یک ساعت، اثرات 

برده شد. فعالیت آنزیم لاکاز  شده به وسیله باکتری از بین

و با استفاده  nm 420سپکتروفتومتر و در طول موج وسیله اب

-ABTS (2,2-azino-di-[3-ethylbenzo-thiazolinاز 

sulphonate])  .به عنوان سوبسترا مورد بررسی قرار گرفت

 200میلی لیتر بود که حاوی  1حجم واکنش مورد ارزیابی 

میلی مولار  2/0میکرولیتر محلول داخل یا خارج سلولی، 

ABTS  مولار  1/0و( بافر استات سدیمpH 4.5 .بود )

فعالیت آنزیم لاکاز بلافاصله بعد از افزودن آن به مخلوط 

 دقیقه انکوباسیون خوانده شد. یک 10واکنش و بعد از 

 1 در هر دقیقه که یمیآنز یزان( به عنوان مU) یتواحد فعال

 کند، یم یداکس یگراددرجه سانت 30در را  ABTSمول میکرو

-1 ، برابرABTS. ضریب خاموشی مولی برای دش یفتعر

cm1-M4106/3=ε420 و  38، 23, 9) .شد گرفته نظر در

46) . 

: شناسایی مولکولی سویه باکتریایی تولید کننده لاکاز

بعد از کشت سویه باکتریایی تولید کننده لاکاز در محیط 

درجه  35ساعت در  24به مدت  Brain-Heart Agarکشت 

و  Wilsonژنومی با استفاده از روش  DNAسانتیگراد، 

ذخیره شد  -C 20°استخراج و در دمای  (2010) همکاران

و با  PCR. شناسایی باکتری مورد نظر به وسیله (45)

-ʹ27F (5استفاده از پرایمرهای یونیورسال 
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ)  1492وR (5ʹ-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ)  طراحی شده برای ژن

16S rRNA  که به وسیله شرکتTAG Copenhagen سنتز ،

 50در حجم  PCRشده بودند، صورت گرفت. واکنش 

میلی مولار  5/1ژنومی،  DNAنانوگرم  50میکرولیتر )شامل 

2MgCl ،2/0  میلی مولار از هرdNTP ،4/0  میکرومولار از

، KClمیلی مولار  Tris-HCl ،50میلی مولار  20هر پرایمر، 

Smar Taq DNA polymerase (CinnaGen, Iran )واحد  5/2

به  C° 95و آب دو بار تقطیر استریل( و در شرایط دمایی 

 C° 95 ،30ثانیه در  30چرخه شامل  40دقیقه و  5مدت 

دقیقه تکثیر نهایی  7و  C° 72ثانیه در  30و  C° 55ثانیه در 

 محصول وجود بررسی منظور انجام شد. به C° 72در 

 آگارز با استفاده از ژل PCRفورز محصول الکترو نظر، مورد

 PCRیرفت. سپس محصول صورت پذ TBE و بافر 1%

جنوبی تعیین توالی کشور کره Macrogenی شرکت وسیلهب

 BLAST ابزار از استفاده با آمده دستب توالی شد. در نهایت

 آنالیز NCBI  هایداده پایگاه در

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) درخت و 

گردید  رسم MEGA-X افزار نرم از استفاده با فیلوژنتیکی

(21). 

 نتایج

بعد از کشت دادن نمونه خاک ساحل : جداسازی باکتری

دریاچه ارومیه در محیط کشت مایع حاوی گایاکول و 

، باکتری ها به تساع 96به مدت  C30°انکوباسیون در 

 96محیط کشت جامد حاوی گایاکول منتقل شدند. بعد از 

، چهار کلنی که در اثر C30°انکوباسیون در  ساعت

اکسیداسیون گایاکول، رنگ قهوه ای مایل به قرمز مشخصی 

 و از لحاظ ظاهری متفاوت به نظر می رسیدند داشتند

های ( خالص سازی شدند و به عنوان باکتری 1)شکل 

 لید کننده لاکاز مورد بررسی بیشتر قرار گرفتند.تو

 

 

دست آمده ی گایاکول بکلنی های قهوه ای مایل به قرمز که در اثر کشت باکتری های جدا شده از ساحل دریاچه ارومیه در محیط کشت حاو -1 شکل

 کاز باکتریایی است.ی آنزیم لاوسیلهی اکسیداسیون گایاکول بن دهندهاند. رنگ قهوه ای مایل به قرمز نشا

 

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.2209
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جهت بررسی فعالیت : سنجش فعالیت آنزیم لاکاز

لاکازی، بعد از رشد باکتری های ایجاد کننده کلنی قهوه ای 

-Brainمایل به قرمز به صورت هوازی در محیط کشت 

Heart Infusion Broth  ،حاوی سولفات مس و گایاکول

ن سوپرناتانت ناشی از سانتریفیوژ محیط کشت و همچنی

عصاره عاری از سلول ناشی از تخریب سلول ها، در 

قرار گرفتند. نتایج حاصل از اسپکتروفتومتر  ABTSمعرض 

آن  ینشان دهنده nm 420و افزایش جذب در طول موج 

ی باکتریایی فعالیت لاکازی قابل بود که تنها در یک سویه

توجه وجود داشت. در این باکتری سوپرناتانت نسبت به 

ری از سلول، فعالیت لاکازی بیشتری از خود عصاره عا

به عبارت دیگر برای عصاره عاری از سلول  ؛نشان داد

فعالیت لاکازی کمتری مشاهده شد. میزان فعالیت لاکازی 

سوپرناتانت ناشی از باکتری رشد کرده در محیط کشت 

Brain-Heart Infusion Broth  حاوی سولفات مس و

 (.2گردید )شکل محاسبه  U/mL 23/0گایاکول، 

 

 

: aبه وسیله عصاره خارج سلولی و عصاره داخل سولی باکتری جدا شده از ساحل دریاچه ارومیه با فعالیت لاکازی.  ABTSاکسیداسیون  :2شکل 

 در معرض عصاره خارج سلولی c :ABTSدر معرض عصاره داخل سلولی،  b :ABTSفاقد عصاره باکتریایی،  ABTSمحلول 

 

منظور ب: کولی باکتری تولید کننده لاکازمول آنالیز

دست آمده از بشناسایی مولکولی باکتری تولید کننده لاکاز 

باکتری مورد نظر با  DNAروی  PCRیه، اروم یاچهساحل در

طراحی شده برای ژن  1492Rو  27Fاستفاده از پرایمرهای 

16S rRNA ،انجام گرفت که محصول ناشی از تکثیر ،

 یتوال یینبا تع(. 3بود )شکل  1500bpار فراورده مورد انتظ

 یدینوکلئوت یتوال یزو سپس آنال PCRفراورده حاصل از 

که  شد، مشخص BLASTدست آمده با استفاده از ابزار ب

. است  یومباکتر یبرودست آمده متعلق به جنس ب یتوال

 .Brevibacterium spدست آمده در این مطالعه باکتری ب

strain LUBr01 16توالی مربوط به ژن  ی شد ونامگذارS 

rRNA  یبا شماره دسترسآن MN588176.1  درGenBank 

(NCBI ) .یزحاصل از آنال یجنتاقابل دسترسی است BLAST 

در این مطالعه شده  ییشناسا یومباکتر یبرونشان داد که 

جنس  یها یهاز سو یبا بعض یدرصد 100 یهمانند یدارا

ارتباطات  .استد نظر مور یدینوکلئوت یمربوطه در توال

دست آمده ب Brevibacterium sp. strain LUBr01فیلوژنتیکی 

های حاصل از  بروی باکتریومدر این مطالعه با دیگر 

مطالعات دیگر بر اساس توالی نوکلئوتیدی مربوط به ژن 

16S rRNA  نشان داده شده است. در شکل  4در شکل

رند در یک توالی هایی که همانندی و مطابقت بیشتری دا

 دسته قرار گرفته اند.

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.2209
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که  1492Rو  27F یمرهایبا استفاده از پرا PCRفراورده حاصل از : S: کنترل منفی، N، : مارکرPCR .Mفراورده نتایج حاصل از الکتروفورز  :3شکل 

 یه است.اروم یاچهاز ساحل در جدا شدهکننده لاکاز  یدتول یباکترمربوط به 

  

 
 16S rRNA Brevibacterium sp. strainمربوط به ژن  یدینوکلئوت یتوال اساس ( برNeighbor-Joining Treeتیکی )درخت فیلوژن -4شکل

LUBr01 تعداد  بروی باکتریوم جنس از دیگر یسویه چندین و مطالعه این در آمده دستب(bootstrap replication 1000 می.)باشد 

 بحث

 اکسیداتیو پالایی یستز برای زیادی بسیار پتانسیل لاکازها

با توجه به  و دارند شیمیایی سمی و زنوبیوتیک ترکیبات

یار مورد سازگاری با محیط زیست، استفاده از آن ها بس

 سوبسترایی، اختصاصیت کم دلیلتوجه قرار گرفته است. ب

لاکازها می توانند طیف وسیعی از مواد شامل موادی با 

 برای لاکازها براین،بنا. کنند پیچیدگی ساختاری را اکسید

زیست پالایی آلاینده های سمی موجود در پساب صنایع 

، نساجی صنایع ،کاغذ خمیر تهیه مختلف نظیر صنایع

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.2209
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 چوب، کامپوزیت تولید صنایع سنتز رنگ صنعتی، صنایع

 ها،بیوسنسور صنایع طراحی کارخانه های تولید روغن پالم،

 مواد حاوی صنایع داروسازی و دیگر صنایع شیمیایی که

 ها، کربنات سولفیدها، ها، سولفات جمله از متعدد شیمیایی

 فلزات و پراکسیدها کلردار، سفیدکننده ترکیبات کلریدها،

، 35، 28، 7، 3) هستند گزینه بسیار مناسبی هستند سنگین

. با توجه به گسترده بودن فعالیت آنزیم های (44و  41

مختلف، جستجو  لاکاز و کاربرد گسترده آن ها در صنایع

برای یافتن منابع مقرون به صرفه و قابل دسترس این آنزیم 

ها مورد توجه زیادی قرار گرفته است. هر چند آنزیم های 

لاکاز در گیاهان و قارچ ها وجود دارند و لاکاز قارچی به 

 ،(37و  22، 5)طور گسترده مورد مطالعه قرار گرفته است 

ط زیست باکتری ها، می با توجه به تنوع بسیار زیاد محی

توان با جستجو در محیط های مختلف از قبیل محیط های 

شور، اسیدی، قلیایی، با درجه حرارت بالا یا پایین، بی 

سویه باکتریایی با توانایی  غیره،هوازی )فاقد اکسیژن( و 

تولید آنزیم لاکاز و قابلیت استفاده در شرایط خاص جدا 

 .(14) کرد

 یطکه ساکن مح ییها یدر باکتر یزلاکا یتتاکنون فعال

-α-proteobacteria ،βو متعلق به  یخاک یا یآب یها

proteobacteria ،Firmicutes ،Cyanobacteria ،Aquificae ،

Deinococcus-Thermus از  یدر بعض ینهستند و همچن

ها،  یوتپروکار در .(16) شده است ییها شناسا یآرک

به صورت خارج  ایو  یبه صورت داخل سلول یالاکاز 

لاکاز خارج سلولی از لحاظ  شود که یم یدتول یسلول

. (40و  16) کاربرد صنعتی دارای اهمیت قابل توجهی است

 آن یزیولوژیکیاحتمالاً به نقش ف موقعیت سلولی لاکاز

رسد وابسته به فاز رشد و  یشود و به نظر م یمربوط م

 یها به هر حال سلول القا کننده باشد. یوجود سوبسترا

 یمقابله با لاکاز داخل سلول یبرا یراهکار یدبا یاییباکتر

داشته  یاحتمال یسم یمحصولات جانب یدتول یلبه دل

مهم  یهاشبه لاکاز در پاتوژن هایهمچنین ژنباشند. 

 E. coli ،Bordetella pertussis ،Pseudomonasمانند  یانسان

aeruginosa ،Campylobacter jejuni ،Yersinia pestis  و

Mycobacterium leprae و  ینملان یدشده اند. تول ییشناسا

ها  یباکتر ینا ییزا یماریبه ب یادلاکاز، به احتمال ز یتفعال

 .(16) کندیکمک م

متنوع دریایی از لحاظ فاکتورهایی نظیر شوری،  های محیط

 هایی میکروارگانیسم از ، فشار و غیره، سرشارpHدما، 

می توان از آن ها یا فراورده هایشان برای  که دهستن

خاص محیطی جهت زیست پالایی یا  شرایط استفاده در

کاربردهای دیگر بهره برد. تا کنون باکتری های متعددی با 

، Marinomonas mediterranea MMB-1فعالیت لاکازی نظیر 

Shewanella algae ،Shewanella marisflavi ،Oscillatoria 

curviceps BDU92191  و سویه هایی ازPhychrobacter  از

. با توجه به این که (41) محیط های دریایی جدا شده اند

 ،مرتبط با رنگ های صنعتی صنایع نظیر صنعتی هایپساب

 حاوی صنایع پالپ و خمیر، دباغی ها و صنایع نساجی

، باکتری های (41و  31 ،30) هستند نمک از بالایی سطح

 .Brevibacterium spحیط های شور نظیر جدا شده از م

strain LUBr01  جدا شده در این مطالعه از دریاچه ارومیه و

زیست پالایی  برای بالایی لاکازهای ناشی از آن ها پتانسیل

 .دارند پساب هایی را چنین

روی  (2013) مارگوت و همکارانهای مشابه با مطالعه 

همکاران سوندهی و ، (24) استرپتومایسسسویه های 

جدا شده از لجن فعال  Bacillus tequilensis(روی 2014)

( و 40)ی کاغذ سازیی کارخانهمربوط به تصفیه خانه

 Psychrobacterروی سویه های  (2016) مقدم و همکاران

، بیشترین فعالیت (27) جدا شده از محیط های دریایی

جدا شده در  Brevibacterium sp. strain LUBr01لاکازی 

ین مطالعه، به صورت خارج سولی بود. ویژگی تولید ا

خارج سلولی آنزیم به وسیله باکتری باعث کاربرد مستقیم 

باکتری به جای استفاده از آنزیم در صنایع مختلف نظیر 

تصفیه خانه های فاضلاب های صنعتی حاوی مواد سمی 

قابل اکسید با لاکاز می شود. این کار باعث کاهش هزینه 

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.2209
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توجه استخراج و خالص سازی آنزیم می شود و های قابل 

از طرفی با توجه به رشد و تکثیر باکتری، نیاز به اضافه 

کردن دائمی باکتری به سیستم جهت سمیت زدایی مواد 

سمی و یا به طور کلی اکسید کردن مواد نیست. در این 

مطالعه فعالیت لاکازی اندکی نیز به صورت درون سلولی 

نی شدن کشت باکتری ها و وارد شدن مشاهده شد. با طولا

آن ها به فاز سکون، در اثر مرگ سلولی و لیز باکتری ها، 

که در این  (24و  2)لاکاز درون سلولی آزاد می شود 

مطالعه برای جلوگیری از این پدیده، از کشت های تازه 

باکتری جهت بررسی فعالیت لاکاز استفاده شد. ماندیک و 

 سودوموناسلعه روی سویه های با مطا (2019) همکاران

با مطالعه روی سویه های  (2012) ، شیخی و همکاران(23)

، نشان دادند که بیشترین فعالیت لاکازی (38) باسیلوس

مربوط به لاکاز درون سلولی است. همچنین، در مقایسه با 

 جدا شده در این مطالعه، مندز و همکاران بروی باکتریوم

 Brevibacteriumیه ای از از روده مورچه، سو (2019)

permense  با قدرت رنگ زدایی بالا را جدا کردند که دارای

(. در این 10فعالیت لاکازی به صورت داخل سلولی بود )

رابطه می توان چنین استنباط نمود که در سویه های 

مختلف باکتریایی با توجه به ویژگی های ژنتیکی و شرایط 

مواد با استفاده از آنزیم  محیطی، مکانیسم های اکسیداسیون

 های لاکازی متفاوت است.

 گیرینتیجه

ی لولباکتری های هالوفیل تولید کننده آنزیم لاکاز خارج س

ریاچه شور نظیر باکتری جدا شده در این مطالعه از د)

ر دز آنزیم لاکا نیاز است می توانند در صنایعی که ارومیه(

رار گیرد، لظت های بالای نمک مورد استفاده قغحضور 

پساب های شور برای زیست پالایی  می توانند همچنین

 دارای دریاچه ارومیه طرفید. از نبسیار مفید واقع شو

سم میکروارگانی چنین جهت جداسازیبالایی پتانسیل بالقوه 

لیت قاب نظیر لاکاز با آنزیم های خاصهایی با توانایی تولید 

 استفاده در شرایط شوری است.

 و تشکر یرتقد

 آوری پژوهش توسط معاونت محترم پژوهش و فن این

نامه یان پا یجشده است و نتا یمال یتحما یهدانشگاه اروم

 ارشد است. یکارشناس
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Abstract 

Laccases, copper-containing polyphenol oxidases, have numerous biotechnological and 

industrial applications, especially in industries that require high salt concentrations such 

as pulp and paper industries, tanneries, and textile industries. In the current study, solid 

and liquid bacterial culture media containing CuSO4 (3 mM) and guaiacol (0.01% w/v) 

were used to isolate laccase-producing bacteria from the shore sediments of hypersaline 

Lake Urmia. Bacteria producing reddish-brown colonies on the culture medium 

containing guaiacol were considered as laccase-producing strains. Intracellular and 

extracellular laccase activities were measured spectrophotometrically at 420 nm using 

ABTS (2,2-azino-di-[3-ethylbenzo-thiazolin-sulphonate]) as a substrate. In this study, 

four bacterial strains were isolated from the shore sediments of Lake Urmia using a 

culture medium containing guaiacol, of which only one strain was detected with 

significant extracellular laccase activity. Microscopic investigation and 16S rRNA gene 

sequence analysis showed that this strain is a rod-shaped Gram-positive bacterium 

belonging to the genus Brevibacterium and was named Brevibacterium sp. strain 

LUBr01. The 16S rRNA sequence of LUBr01 strain is available on the GenBank 

nucleotide database under the accession number MN588176.1. Due to the proper 

laccase activity, LUBr01 can be useful for industrial process related to laccase. Also, 

saline Lake Urmia can act as a source of microorganisms with the ability to produce 

special enzymes such as laccase that can be used in salinity conditions. 
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