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پشم است. اسپرک ماده  افنولي آروماتیک برنگزاي طبیعي پليمواد جهت شروع واکنش پیوند  کاتالیزوريبا توانایي سازگار زیست يلاکاز ترکیب

ینـد رنگـرزي آن   آتواند در فرویژگي لاکاز مياین فنولي آروماتیک با ساختار فلاونوییدي است که بر اساس رنگزاي طبیعي شامل ترکیبات پلي

ده اسـت. بـدین   فنولي اسپرک با هدف برقراري پیوند شیمیایي با لیف پشم بررسي ش ـکمک کند. در تحقیق حاضر تاثیر لاکاز بر ترکیبات پلي

گیـري اکسـیژن   سنجي جـذبي و انـدازه  بر آن بر اساس کروماتوگرافي جداسازي اندازه، طیفر لاکاز یاثتو شده استخراج اسپرک عصاره منظور 

کالاي عمل شده با اسپرک بـه  رنگرزي رنگزا در حضور لاکاز محاسبه و سپس  اکسایش مادهنتیک یس هايمشخصهمحلول بررسي شده است. 

سـبب   رنگزاي اسپرک است و ماده اي مناسب براي تغییر ساختاردست آمده نشان دادند که لاکاز مادهه نتایج ب. ه استشد بررسي کازکمک لا

 .شودرنگزا و پشم ميماده ثبات شستشویي بین  و بهبود درصد تثبیت رنگ
 

 .، اسپرک، پیوند زدن، رنگرزیلاکاز، پشم :های کلیدیواژه
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Laccase is a biocompatible compound which is able to catalyze the oxidation of polyphenolic aromatic dyes and graft them to 

wool. Weld (Reseda Luteolla, L.) as a natural dye, contains polyphenolic aromatics with flavonoid structure and could be a 

substrate for Laccase. In this research, the effect of laccase on Weld and its use to make a covalant bond between wool and 

polyphenols compounds of Weld was studied. For this purpose the colourant compounds of Weld were extracted and the effect of 

laccase on it was studied by UV-Vis spectrophotometry, Size-exclusion chromatography and measuring the changes in the 

dissolved concentration of the oxygen co-reactant. Kinetic of Laccase-Catalyzed Oxidation of weld was studied and the effect of 

laccase on weld-dyed wool was surveyed. The results showed that Weld is a suitable substrate for laccase and the use of laccase 

can improve the dye fixation, and dye fastness against washing. J. Color Sci. Tech. 13(2019), 107-117©. Institute for Color 

Science and Technology. 
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 ـ مقدمه1
پذیر هسـتند و پسـا    خریبتغیرسمي و زیست ،مواد رنگزاي طبیعي

رنگـزاي   مـاده  اسـپرک  .شـود نمـي زیسـت  آلودگي محـی   آنها سبب

رنگ زرد حاصـل   .است لوتئولین يرنگ ءترین جزمهم باشناخته شده 

از اسپرک مربوط به وجود ترکیبات فلاونوییدي لوتئولین و آپیجنـین  

دي  -3 ،7' -ست. سه ترکیب لوتئـولین، لوتئـولین  آنها گلوکزیدهاي و

کـل فلاونوییـدهاي    %41گلوکزیـد بـیش از   -3 -گلوکزید و لوتئـولین 

 .[1-5] دهنداسپرک را تشکیل مي

شـیمیایي،   ـ ـخـوا  فیزیکـي   بـا ها کاتالیزورهاي طبیعـي  آنزیم
در صـنای    آنهـا هستند که به کارگیري  متفاوت زیستيو  زوريکاتالی

پـذیري  هـا بـراي بهبـود رنـگ    از آنـزیم  .[9، 3] مختلف مطلو  است
لاکـاز  استفاده شـده اسـت.    [11]پشم و  [6] 99نایلون، [4] 9نایلون

(EC1.10.3.2)هـاي  کنندهست کـه بـه خـانواده اکسـید    ، نام عمومي ا

هــاي در دســته آنــزیم  و شــودنســبت داده مــي  1مــس حــاوي

جهت از قابلیت احیاکنندگي لاکاز به  .[11] قرار دارد 2اکسیدورداکتاز
ژه بر آن استفاده شـده اسـت   ایجاد ظاهر ویو  تغییر رنگ کالاي جین

هیدروکسـي  رتـو یـا پـارا دي    وتوانـد ترکیبـات ا  این آنزیم مـي . [12]

مناسـب بـه ترکیبـات کینـوني      3مادهآروماتیک را به عنوان یک پیش
داده و توانند به واکنش ادامه کینوني حاصل مي ترکیباتاکسید کند. 

واکـنش  دوسـتي دهنـد.   هاي نوع اول واکنش افزایشي هسـته با آمین
ها بـه خـوبي شـناخته شـده     ها به کینوندوستي آمینافزایشي هسته

که در آن دو مولکـول آلـي    ي استواکنش، 4شدنجفتاست. واکنش 

 5شـوند. پیونـد زدن  به کمک یک کاتـالیزور بـه یکـدیگر متصـل مـي     
هاي کوچک بـه بسـپارهاي طبیعـي یـا     شدن مولکولمعمولا به جفت

 . [17] مصنوعي اشاره دارد

مواد رنگزا  ساختدر  6ایشياکسکردن جفتتواند از طریق لاکاز مي
هـاي جدیـد بـه الیـاف     لاکاز جهت افـزودن کـارایي  . [18] دکنشرکت 

فنـولي آروماتیـک حـاوي    ترکیبات پلـي . برده شده استنساجي به کار 
هـاي آنهـا   هاي اورتو یا پارا دي هیدروکسي توس  لاکاز به کینـون گروه

هـاي  هاي آمین و تیولافزایشي نوکلئوفیلي به گروه سازوکاراکسید و با 
هـایي بـا سـاختار    ر ایـن اسـاس مولکـول   آزاد لیف پشم متصل شده و ب

 شـوند آروماتیک دي هیدروکسـي بـه سـاختار لیـف پشـم پیونـد مـي       
. با استفاده از لاکاز پیوند شدن کیتوسان و کتچین بـر سـلولز   [14-15]

بـه واسـطه    اکسـایش ها نشان داده کـه در اثـر   انجام شده است. بررسي
تبدیل  هاولز به کینونفنولي موجود در سلهاي پليلاکاز تعدادي از گونه

                                                                 
1- Multi-copper oxidases 

2- Oxidoreductase 

3- Substrate 

4- Coupling reaction 
5- Grafting 

6- Oxidation coupling 

هـایي مثـل   دوسـت بـا هسـته   7افزایشـي مایکـل  شده کـه بـا واکـنش    
 .[16] اندهیدروکسیل یا آمین آزاد مزدوج شده

مواد بیرنگ با وزن  از رنگزامواد در تولید  توانایي براساسلاکازها 

مولکولي کم، به عنوان جایگزیني براي فرآینـدهاي رنگـرزي معمـول    

از سوي دیگـر قابلیـت رنگـرزي کـالاي پشـمي در       .ندشده اپیشنهاد 

رنـگ  شرای  ایمن براي لیف با کمک این آنزیم از ترکیبات اولیـه بـي  

نسـبت بـه    فرآیندهااین دروکینون نشان داده شده است. همچون هی

هاي معمول رنگرزي پشم با مصرف زیاد آ ، مواد کمکي، اسـید  روش

واکنش در حضور لاکـاز   محصول .[21] داردصرفه اقتصادي  ،و انرژي

دي آمینـو بنـزن سـولفونیک اسـید و      -5 ،2رنـگ  هاي بيپیش ماده

اســتفاده از  .[21]در رنگــرزي پنبــه اســتفاده شــده اســت  کتچــول 

رنـگ شـده کـه نشـان      به جاي کتچـول سـبب تغییـر    8رسورسینول

فنولي بـر رنـگ   هاي هیدروکسیل در حلقه پليدهد موقعیت گروهمي

 .[22] است نهایي موثر

جهت رنگرزي پنبه، ابتـدا آن را آمینـه کـرده و سـپس      همچنین

بـا پیونـد کووالانسـي بـه     را لاکـاز   اکسایشهاي حاصل از کتچولپلي

بـه واسـطه   سـلولز  رنگـرزي  . در [27] اندهاي آمین متصل کردهگروه

هاي سـفید ههیـدروکینون ، زرد   رنگ ،با توجه به ترکیب فنوليلاکاز 

  و قرمز هگـو  9فرولیک اسیدروفنول ، نارنجي هنیت -5 - متوکسي -2ه

 .[28]ده است دست آمه ب  10آیکول

رنگرزي پشم از طریق پد کردن با هیدروکینون و سـپس عمـل در   

محلول لاکاز در حضـور دندانـه کـرم انجـام شـده اسـت. لاکـاز سـبب         

هیدروکینون جذ  شده به رادیکال مربوط شده که بسـپارش   اکسایش

بعدي سبب تولید محصول رنگي با ساختار مزدوج شـده اسـت و عمـق    

. بـه عـلاوه   [21]رنگ با انتخا  مقدار هیدروکینون قابـل تغییـر اسـت    

ترکیب فنولي طبیعي براي رنگ کردن  15رنگدانه حاصل از اثر لاکاز بر 

هاي فنولي سبب تنوع در فام بـا  کردن اولیهمو استفاده شده که ترکیب 

 11گالیـک  اسـید . بسپارش [25]ثبات عالي در برابر شستشو شده است 

در حضور لاکاز انجام و در محل براي رنگرزي پشـم، ابریشـم، نـایلون و    

پنبه استفاده شده که در نتیجـه آن فـاکتور محافظـت در برابـر امـواج      

رنگـرزي  . [29]شـده اسـت    بیشتر شدن فرابنفش و ویژگي ضد اکسید

ي طبیعــي هــاآنزیمــي فلاونوییــد اکســایشســلولز از طریــق محصــول 

بررسي شده است. لاکاز سبب واکنش بسپارش  13و کورستین 12مورین

فلاونوییدها شـده و محلـول پـر رنـگ تولیـد شـده کـه توانسـته پنبـه          

سفیدگري نشده را رنگرزي کند. ترکیبات فلاونوییدي موجود در پارچه 

                                                                 
7- Michael reaction 
8- Resorcinol 
9- Ferulic acid 
10- Guaiacol 

11- Gallic acid 
12- Morin 

13- Quercetin 
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رنگزاي حاصـل  مواد سفیدگري نشده به عنوان محلي براي پیوند شدن 

. محصول بسـپارش  [23]د اناز بسپارش و افزایش ثبات شستشویي بوده

، مورین و کورستین براي رنگـرزي پنبـه نیـز اسـتفاده      1آنزیمي روتین

ترکیبات فلاونوییدي ذکر شـده بـه واسـطه لاکـاز      اکسایششده است. 

هاي مرتب  شده که ناپایدار بوده و به محصـولات بـا   سبب تولید کینون

شـوند.  ميرش   بسپا2اي هملانینقهوه هاينگدانهرمولکولي زیاد یا  وزن

پنبه رنگـرزي شـده خـو  بـوده اسـت. بـا        سایشيثبات شستشویي و 

استفاده از پنبه سفیدگري نشده به دلیل وجـود ترکیبـات فلاونوییـدي    

ثبات شستشویي بیشتري حاصل شده است. همچنین با افزایش دمـاي  

. بـر ایـن اسـاس،    [24]رنگرزي ثبات شستشویي افـزایش یافتـه اسـت    

مـواد  سـازگار در پیونـد   به عنوان یـک ترکیـب زیسـت    استفاده از لاکاز

هـدف از  رسـد.  فنلي به پشم مناسـب بـه نظـر مـي    رنگزاي طبیعي پلي

رنگزاي اسپرک  ایش مادهاکس کاتالیزوريتحقیق حاضر بررسي واکنش 

 است. با استفاده از لاکاز با هدف ایجاد پیوند شیمیایي با کالاي پشمي

 

 بخش تجربی ـ2
 مواد ـ1ـ2

است که بـه همـراه    Trametes Versicolorلاکاز مورد استفاده از نوع 

از ، متانـل و کتچــول  هیدروکسـید سـدیم  اسـتات سـدیم بـدون آ ،    

آلدریچ هآلمان  خریـداري گردیـد. شـوینده غیریـوني     -شرکت سیگما

 از  %69هآلمان  و اسـید اسـتیک    از شرکت ساسول 28.913 مارلیپال

 شد.مرک هآلمان  خریداري شرکت 
 

 روش کار ـ2ـ2

 سازیآماده ـ1ـ2ـ2
پارچه پشمي خریداري شده از شرکت ایران مرینوس، داراي بافت سـاده،  

 بـا رنگرزي  عملیات از قبلمتر، نخ در سانتي 21و  13تراکم تاري و پودي 

و در دمـاي   شستشودقیقه  71 مدت به ºC 91 دماي در غیریوني شوینده

ترکیبات فلاونوییدي اسپرک به کمک استخراج  محی  خشک شده است.

. [1]دقیقه انجـام شـد    15به مدت  4:2متانل با نسبت  جوشاندن در آ :

لیتـر آ  مقطـر و   میلـي  41محلـول  در گرم ماده رنگـزا   11بر این اساس 

دقیقه جوشانده و پس از سرد شـدن بـا    15به مدت  لیتر متانلمیلي 721

بـا اسـتفاده از    μm 22با اندازه منافـذ   581شماره  Whatmanکاغذ فیلتر 

 ºC 85 شد. عصاره حاصل پس از خشک شـدن در دمـاي   صافپمپ خلا 

بافر استات سدیم با توجه هاي نگهداري شد. محلول ºC 8 در وآوري جم 

 تهیه شد. 1 به مقادیر جدول

 

                                                                 
1- Rutin 

2- Melanin 
3- Marlipal 24/60 

 

 .استفاده جهت تهیه بافر استات مواد مورد: 1جدول 

pH  استات سديمN 1.1(ml) اسید استیک  N 1.1 (ml) 

7.9 15 145 

7.4 28 139 

8 79 198 

8.2 57 183 

8.8 38 129 

8.9 64 112 

8.4 121 41 

5 181 56 

5.2 154 82 

5.8 131 26 

 

 و بررسی سنتیک واکنش تعیین فعالیت لاکاز ـ2ـ2ـ2
 انجـام تعیین فعالیت لاکاز با استفاده از روش شرکت سیگما آلـدریچ  

 Uواحـد   در مـورد لاکـاز یـک    بیان شـد.  Uآنزیم بر حسب  و فعالیت

مـدت   بـه است که بتواند یک میکرومول از کتچـول را   يمقدار آنزیم

بنزوکینـون تبـدیل    -1،2بـه   ºC 25 و دماي =pH 8.5 یک دقیقه در

بـا   دقیقـه  11گیري تغییر جذ  کتچـول در مـدت   . اندازه[26] کند

در طول مـوج   Carry 100 Bio (Varian)جذبي  سنجطیف استفاده از

nm 815  با افزودنlμ51 از محلولg/l  1.1  لاکاز بهlμ 666   محلـول

M 1.1   کتچول انجام شد. محلول کتچول قبل از افزودن لاکاز بـدون

 1هـاي  رابطهمطابق  فعالیت آنزیم رنگ و پس از آن زرد شد. محاسبه

 استفاده شود. Abs/minانجام شد. لازم است که بیشترین مقدار  2و 
 

) 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑡𝑟𝑖𝑐 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦  1ه
𝑈

𝑚𝑙
) =

𝐴𝑏𝑠

𝑚𝑖𝑛
×𝑉𝑡𝑜𝑡× 𝐹

1 × 𝑑 × 𝑉𝑝𝑟
 

 

𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (𝑈/𝑚𝑔)  2ه =
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑡𝑟𝑖𝑖𝑐 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦

𝐾𝑜𝑛𝑧𝑝𝑟
 

 

آورده شـده   2در جـدول   2و  1ي هـا علایم اختصاري رابطـه توضیح 

 است.

 .2و  1ي هاصاري استفاده شده در رابطهعلایم اخت :2جدول 

(blank) Abs/min-(sample) Abs/min Abs/min 

 F 4سازيرقیقضریب 

 totV حجم مخلوط واکنش

 μmol2cm 1  1/برابر با  nm 815ثابت جذ  هدر 

5سنجطیفطول مسیر نگهدارنده 
(cm) d 

 prV (ml)حجم آنزیم در نمونه 

 prKonz (mg/ml)غلظت آنزیم اضافه شده 

                                                                 
4- Dilution Factor 
5- cuvette 
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 ºC 85 و دمـاي  =5pHرنگـزا در بـافر   ماده مقدار لازم از عصاره 

 61لاکاز به محلول افزوده و عملیات بـه مـدت    g/l 1.1 سپس حل و

. در [71] انجـام شـد   rpm1111در سـرعت  زدن همراه با هـم دقیقه 

آزمایش براي جبران مصرف اکسیژن محلول در آ  جریان هـوا   حین

رات بـه وجـود آمـده در    ی ـطور پیوسته دمیده شد. براي بررسي تغیبه

جداسازي  کروماتوگرافي و سنجي جذبيهاي طیفرنگزا از روشماده 

کروماتوگرافي جداســازي وزنــي  اســتفاده شــد.  1براســاس انــدازه 

 Photometer, RI HPLC Pump 64, Autosampler UVتوســ 

Knauer)2301 (-detector K  .همچنــین بــراي بررســي انجــام شــد

تغییرات مقدار اکسیژن رنگزا در حضور لاکاز،  ماده ایشنتیک اکسیس

 گیـر اکســیژن محلــول در آ  دســتگاه انــدازه بــا اسـتفاده از محلـول  

HQ30d Portable Meter Kit (Hacht)  شد. تعیین 

 

 پارچه پشمی با لاکاز عمل نمودنو رنگرزی  ـ3ـ2ـ2
مـاده  در محلـول   ºC 45 سـاعت در دمـاي   1.5 پارچه پشمي به مـدت 

ي سـطحي،  زارنگمواد کردن قرارداده شد. براي جدا =51:1L:Gرنگزا با 

 15به مـدت   =21:1L:Gشوینده غیریوني، با  %1کالا در محلول حاوي 

 .[71] شسته و سپس در دو مرحله آبکشي شد ºC 81 دقیقه در دماي

در شـده   رزيبراي بررسي اثر لاکاز بر رنگرزي، پارچه پشمي رنگ

و  دقیقـه عمـل شـد    61لاکاز به مـدت   g/l 1.1و  =5pHمحلول بافر 

 %1.5هـاي سـطحي در محلـول حـاوي     براي جدا کردن رنـگ سپس 

برابـر حجـم    21با نسـبت   شوینده آنیوني و %1.5شوینده غیریوني و 

و  هشسـته شـد   ºC 81 دمايدقیقه در  15حمام به وزن کالا به مدت 

 .گردیدخشک دردماي محی  آبکشي  دو مرحله پس از

 

 رنگايجاد شده در  تغییراتبررسی  ـ4ـ2ـ2
 Colorimeter CS-5 (Appliedانعکاسيسنج رنگ با استفاده ازدستگاه

colour system)نانومتر  811-311ها در بازه ، منحني انعکاسي نمونه

هکیوبلکـا   7گیـري شـد. بـا اسـتفاده از رابطـه      اندازه nm11با فواصل 

 انعکـاس  مقـدار  درکمتـرین   K/Sه پارچـه  مانک  مقدارقـدرت رنگـي  

 تعیین شد. 
 

 2R2R) _(1  =K/S/  7ه
 

انعکاس نمونـه   Rضریب تفرق و  Sضریب جذ ،  Kدر این رابطه 

در طول موجي که جسم پشـت پـوش کمتـرین     K/Sباشد. مقدار مي

ي هادهد. مقادیر معرفهميمقدار انعکاس را دارد قدرت رنگي را نشان 

انـدازه   b*a*L*در فضاي رنگـي   65Dرنگي هر نمونه تحت منب  نوري 

درجه قرمزي  a*درجه روشنایي،  L*گیري شد. در این سیستم رنگي 

                                                                 
1- Size-exclusion chromatography 

 

 ند. دهمي نشاندرجه آبي یا زردي را  *bیا سبزي و 

هـر نمونـه بـا یـک     گیري مقدار رنگ تثبیت شده بر کـالا،  براي اندازه

 % 2.5 در محلـول داراي نشـده  پارچه پشمي رنـگ  از نمونه هم وزن 

 دقیقه در دماي 71شوینده آنیوني به مدت  % 2.5 شوینده غیریوني و

ºC 91    از  و پـس  شسـته شـد   21با نسبت حجم حمام بـه وزن کـالا

مشخصـات رنگـي آن    ،کردن نمونه در دماي محـی  آبکشي و خشک 

رنگ تثبیت شده بـر  درصد گیري شد. توس  کالریمتر انعکاسي اندازه

 )S/K(bو  )a)S/Kکـه   محاسـبه شـد   8 رابطـه با توجه بـه   (F%)کالا 

 .[21. 72] دهندبعد از شستشو را نشان مي نمونه قبل و (K/S)مقدار 
 

 % b) S/K/ (a) S/K= ((F( ×100  8ه
 

قرمز براي بررسـي نـوع پیونـد ایجـاد     زیرسنج تبدیل فوریه طیف

قرمز توس   زیرسنجي طیفرنگزا و پشم استفاده شد.  مادهشده بین 

انجام گردید.  Perkin Elmer Spectrum 100 series (Perkin) دستگاه

مرتب  با  cm 1271-1قرمز قبل از بررسي با توجه به قله زیرهاي طیف

 .[77]آمید نوع اول نرمالایز شدند 

 

 نتايج و بحث ـ3
 های مختلفpHفعالیت لاکاز در ه مقايس ـ1ـ3

گیري شد. نتایج مختلف اندازه pHلاکاز در محلول با  g/l 1.1فعالیت 

تا  8.5بین  pHدهد که بیشترین فعالیت آنزیم در مينشان   1 شکله

خنثي و قلیایي بـه شـدت کـم شـده      pHآنزیم در فعالیت است.  5.5

هـاي هیدروکسـیل بـه عنـوان یـک      است. در محـدوده قلیـایي یـون   

کنند. به علاوه پیوند هیـدروژني در سـاختار آنـزیم    بازدارنده عمل مي

تحت تاثیر قرار گرفته و فعالیت آنزیم کاهش  pHممکن است با تغییر 

 N 1.1ر اسـتات  عملیات آنزیمي در محلول باف ج،یابد. با توجه به نتای

 .ه استشد دنبال =5pHبا 

 

 

 .مختلفهاي  pHفعالیت لاکاز در  :1 شکل
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 اسپرکبررسی تاثیر لاکاز بر  ـ2ـ3
 شکلرنگزاي اسپرک قبل و بعد از عمل با لاکاز در مواد طیف جذبي 

، nm217یي در هارنگزاي اسپرک قلهماده در طیف آورده شده است.  2

nm253 ،nm711  وnm754  شود. پـس از عمـل بـا لاکـاز     ميمشاهده

بیشــتر شــده و شــدت قلــه  nm761-711شــدت جــذ  در محــدوده 

nm754  هـا  فنـل پلي اکسایشيافزایش یافته است که به دلیل بسپارش

 شـي یاجفـت شـدن اکس  . [23، 24 ،78 -74]باشـد  به واسطه لاکاز مي

شـود کـه بـه دلیـل     هاي با وزن مولکولي زیاد ميمنجر به ایجاد ترکیب

داشتن سـاختارهاي بـزرم مـزدوج در طـول زنجیـر و جـذ  نـور در        

مـاده  محلـول   2 شـکل . [23]باشند پررنگ مي nm811-711محدوده 

دهند. رنگ محلول پس رنگزا قبل و بعد از عمل با لاکاز را نیز نشان مي

اي تغییر کرده که نشـان دهنـده تشـکیل    زرد به قهوهاز عمل با لاکاز از 

هـا در  است. این واکـنش  ایشيشدن اکسرنگي در اثر جفت هايرنگدانه

 .[79، 76]اند ها گزارش شدهها و ملانینبیوسنتز لیگنین، تانن

 بسـپارش همچنین تغییـر رنـگ فلاونوییـدها بـه دلیـل واکـنش       

اي اي روشن تـا قهـوه  قهوه کاتالیست شده با لاکاز از زرد به ایشياکس

هاي داراي ساختار فنل. در اثر لاکاز پلي[23] تیره گزارش شده است

ها تبدیل شده که بلافاصله پلیمریزه دي هیدروکسي به کینون -رتووا

 هـاي رنگدانـه شده و ترکیبات بسیار پیچیده با وزن مولکولي زیاد و یا 

 .[23] کننداي را تولید ميقهوه

هـا،  هـا، آمینوفنـل  اورتـو و پـارادي فنـل    ایشاکس ـند توامي لاکاز

هـاي  ها و برخي یونآمینها، آریل ديها، لیگنینآمینها، پليفنلپلي

کـه در اثـر    غیرآلي را با احیاء مولکول اکسیژن به آ  کاتالیست کنـد 

تغییـر مقـدار    .[81] شـود مـي اکسیژن محلول مصرف  هااین واکنش

و  =5pHبـافر   با لاکازدر حضور رنگزاي طبیعي ماده محلول اکسیژن 

اکسیژن محلول اسپرک پس از افزودن  .گیري شداندازه ºC 85دماي 

دهد اسـپرک  الف  که نشان مي 7 شکللاکاز به سرعت مصرف شده ه

 پیش ماده مناسبي براي لاکاز است.

در غلظت ثابـت لاکـاز، سـرعت     -1 دهد که:  نشان مي 7 شکل

رنگــزا بیشــتر شــده کــه  مــاده افــزایش غلظــت مصــرف اکســیژن بــا

 -2؛ [81] رنگزا با لاکاز اسـت  ایش مادهاکستاییدکننده انجام واکنش 

رنگزا، سرعت مصرف اکسیژن با افـزایش غلظـت   ماده در غلظت ثابت 

رنگزا مقدار بیشتري از لاکاز ماده لاکاز بیشتر شده و با افزایش غلظت 

اسـت. بنـابراین پیشـرفت    براي مصـرف اکسـیژن محلـول لازم بـوده     

 .[82] رنگزا و لاکاز وابسته استماده واکنش کاتالیز شده به غلظت 

نسبت لازم لاکاز به اسپرک براي پیشرفت کامل واکنش با توجـه  

رنگزا کـه  ماده گیري مقدار محاسبه شده است. براي اندازه 8 شکلبه 

 شود، لاکاز بـه مقـدار بـیش از   موجب مصرف کل اکسیژن محلول مي

 الـف غلظـت   8 شـکل انتظار به محلول اضافه شده است. با توجه بـه  

g/l 1.9 شـود. تصـویر  اسپرک موجب مصرف کل اکسیژن محلول مي 

ــي  8 ــان م ــت     نش ــن غلظ ــه در ای ــد ک ــاده ده ــدار م ــزا، مق  رنگ

g/l 7-11×2.735   لاکاز کافي است. براساس محاسبات، کمینه نسـبت

ه ب ـ 6.35×11-7لازم از لاکاز به اسپرک براي پیشرفت کامل واکـنش  

 دست آمده است.

 

 
 

 
 

 الف ب

 . RLه عمل شده با لاکاز اسپرک و  Rه اسپرک   تصویر  و  Laccaseه و لاکاز  RLه عمل شده با لاکاز و اسپرک  Rهاسپرک طیف جذبي الف   :2 شکل
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  الف

 ب

   سرعت مصرف اکسیژن محلول با غلظت مختلف  و لاکاز g/l 1.1اسپرک و  g/l 2.5  2اسپرک  g/l 2.5  1الف  تغییرات غلظت اکسیژن در محلول : 3 شکل

 لاکازاسپرک و 

 

 
 الف

 
 ب

 .اسپرک با غلظت مختلف لاکاز g/l 1.9   غلظت اکسیژن در محلول  و لاکاز با غلظت مختلف اسپرک g/l 1.7الف  غلظت اکسیژن در محلول  :4 شکل

 

 

یـک روش کرومـاتوگرافي    1کروماتوگرافي جداسازي براساس اندازه

. [87]شـوند  ها بر اساس اندازه و وزن مولکولي جدا مياست که مولکول

رنگزاي اسپرک قبل و بعد از عمل با لاکـاز  ماده کروماتوگرافي  5تصویر 

دهد. وزن مولکولي قله بیشینه با توجه به استاندارد محاسبه را نشان مي

برابـر وزن اولیـه    7تـا  شده و افزایش وزن مولکولي پس از عمل با لاکاز 

مشاهده شده است. این افزایش به دلیل انجام واکنش بسپارش به دلیل 

 .[88-89]فنلي است کاربرد لاکاز به همراه ترکیبات پلي

                                                                 
1- Size-Exclusion Choromatography 

 

 

 اسپرک با لاکاز اکسايشنتیک واکنش ـ س3ـ3

مـاده   اکسایشگیري سرعت واکنش اندازهبا  ي،واکنش آنزیم سنتیک

و با توجه به سرعت مصرف اکسـیژن محلـول   رنگزا در حضور لاکاز و 

اکسیژن محلول در سرعت اولیه واکنش  غلظت نبودن فرض تاثیرگذار

. تغییر سرعت واکنش آنزیمي در برابر غلظت [13] ه استشد بررسي

 شکلمنحني حاصل از رگرسیون در و  پیش ماده با مقدار ثابت آنزیم

اد به دست آمده از رگرسیون این منحني با توجه به اعد آمده است. 9

رنگـزا  ماده هاي مختلف گیري سرعت مصرف اکسیژن در غلظتاندازه

 انجام شده است.
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 .  اسپرک عمل شده با لاکاز2 و   اسپرک1کروماتوگرافي جداسازي براساس اندازه : 5 شکل

 

 
 .اسپرکسرعت واکنش در برابر غلظت : 6 شکل

 
 

تـرین  شـده   شـناخته 5هرابطـه   1منـتن  -کائلیسمی مدل سنتیکي

هـاي آنزیمـي اسـتفاده    نتیک واکـنش یمدلي است که براي بررسي س ـ

در یک غلظت ثابـت از آنـزیم   سنتیک  هايمشخصهشود. محاسبات مي

بیشـینه   maxVو  2منـتن  -کـائلیس ثابت تعـادلي می  mKشود. ميانجام 

رنگزا  ماده غلظت پیش ماده ه mK .[83]است  اکسایشسرعت واکنش 

                                                                 

1- Michaelis-Menten  

2- Michaelis–Menten saturation constant 

)واکنش  بیشینهدر هنگام نصف سرعت 
Vmax

2
باشد. مقادیر ایـن دو  مي (

1و شیب و عرض از مبدا خ  حاصل از مقـادیر   9با توجه به رابطه 

[𝑉]
در  

1برابر 

[𝑆]
 maxVآورده شده است. اهمیت محاسبه  7محاسبه و در جدول  

تـوان سـرعت واکـنش را    در آن است که با داشتن این مقادیر مي mKو 

 3تمایـل بـا   mKمقـدار  ماده بدست آورد. از سـویي  در هر مقدار از پیش

 تمایـل  mKکمتر طوري که مقداررابطه عکس دارد بهماده آنزیم و پیش

                                                                 
3- Affinity 
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 .  [83]دهد مي نشانماده را آنزیم به پیشبیشتر 

V  5ه = Vmax.
[S]

[S]+Km
 

 

1  9ه

[V]
=

Km

Vmax
.

1

[S]
+

1

[Vmax]
 

 

 .اسپرک توس  لاکاز اکسایشنتیک واکنش یس هايمشخصه :3جدول 

.min)l(mg/max V )l(mg/m K 

3.91 267 

 

 اثر لاکاز بر رنگرزی پشم با اسپرک ـ4ـ3

مـاده مـوثر   سازگار و یک استفاده از لاکاز به عنوان یک ترکیب زیست

رسد. انتظـار  رنگزاي طبیعي به لیف مناسب به نظر مي ماده در پیوند

فنل با ساختارهاي آروماتیک اورتو رود که مواد رنگزاي طبیعي پليمي

رنگزاي انتخا  شده به وفور یافـت   ماده که درهیدروکسي یا پارا دي

نتـایج   .[1-5]وند بوسـیله لاکـاز بـه لیـف پشـم پیونـد ش ـ      شـوند  مي

آمده است. پـس از عمـل کـردن     3 شکلگیري قدرت رنگي در دازهان

بـه مقـدار جزئـي    قـدرت رنگـي    ،رنگرزي شده در محلول لاکـاز  پشم

قدرت رنگـي   تاثیر چنداني برافزایش غلظت لاکاز  کاهش یافته است.

 است.  نداشته

آمده است. با  4 شکلمحلول لاکاز بر قدرت رنگي در ي تاثیر دما

افزایش دما قدرت رنگي کاهش بیشتري یافته است. بیشترین کاهش 

در شـرای  کمینـه فعالیـت لاکـاز ر      و  ºC 91 قدرت رنگي در دماي

ماده بر کاهش قدرت رنگي به دلیل تاثیر لاکاز دهد که نشان مي داده

توانـد بـه   رابطه مسـتقیم دارد مـي   با افزایش دماچون نیست و رنگزا 

  .باشد رنگزا به محلولماده هاي مولکول خروج دلیل

 

 
 ºC 85 در دمايمختلف لاکاز هاي غلظت از عمل درپس رنگرزي شده با اسپرک  قدرت رنگي پشم :7 شکل

 

 

 
 ب الف

 و ºC 91و  ºC71، ºC 85 محلول لاکاز در دماهاياز عمل در پس  با اسپرک قدرت رنگي پشم رنگرزي شدههالف   :8 شکل

 .فعالیت لاکاز در دماهاي مختلفه   
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رنـگ کـالاي رنگـرزي شـده بـا      دهـد  نشان مي 8چنانچه جدول 

درصـد تثبیـت   اي شده است. همچنین لاکاز قهوه در محلولعملیات 

عمل نمودن شستشویي نمونه رنگرزي شده با اسپرک با ثبات و  رنگ

 تواند به دو دلیل باشد:لاکاز افزایش یافته است. این افزایش مي در

 ـ  ماده اندازه مولکول  ـ1  بسـپارش دلیـل  ه رنگزا در داخـل لیـف ب

که درنتیجه حلالیت و خـروج آن کـاهش یافتـه اسـت.     تر شده بزرم

لاکـاز قـادر بـه    شناخته شـده و  رنگزاي اسپرکماده فنلي ساختار پلي

هـاي  نـه اسـت. گو  ههـاي مربوط ـ فنلي به کینونپلي ترکیب اکسایش

 ي بام واکنش داده و ترکیب بسپاربا ه کینوني بسیار فعال هستند که

ه حلالیت کمتري نسبت به ترکیب د ککنوزن مولکولي زیاد تولید مي

 . [17، 71، 76] داولیه دار

بـا توجـه بـه     د.شـو مـي پشم  زا بهرنگ ماده اتصالسبب لاکاز  ـ2

، لاکاز موجـب  رنگزاي اسپرکماده فنولي تشکیل دهنده  ساختار پلي

ماده ي کینوني هاهاي مربوط شده است. گونهآنها به کینون اکسایش

توانند با واکنش افزایشـي  ميشوند ميرنگزا که به واسطه لاکاز تولید 

 88]یابنـد   پیونـد دوست ترکیبات پروتئیني ي هستههابا گروه مایکل

مـاده  ي فنولي و تغییر در سیستم مزدوج هاگروه اکسایش. [84، 86،

مقدار قرمـزي  در اثر لاکاز  .شودمينهایي در رنگ  رتغیی رنگزا موجب

مقدار  پشم رنگرزي شده افزایش و مقدار زردي آن کاهش یافته است.

ي هـا د به دلیل مهاجرت مولکولتوانمي روشنایي نیز کاهش یافته که

تغییر رنگ پنبه از سفید به قهـوه اي بـه    .باشدرنگزا به محلول آنزیم 

. در اینجـا  [23] دلیل اثر لاکاز بر فلاونوییدهاي آن گزارش شده است

رنگزاي طبیعي جذ  شده بـه  ماده ي هافنلپلي اکسایشنیز لاکاز با 

 شده است.  موجب تغییر رنگ پشم

پشم رنگرزي شده را قبل و بعد از عمل بـا   FT-IRطیف  6 شکل

پشم رنگـرزي شـده بـا لاکـاز      کردن لاکاز نشان مي دهد. در اثر عمل

مربوط به ارتعاشـات   cm7511-1تا  cm7711-1شدت جذ  در ناحیه 

توانـد  مـي آمین نوع اول کاهش یافته است. این کاهش  N-Hکششي 

ها بـه آمـین نـوع    یل آنهاي نوع اول و تبدنشانگر کاهش تعداد آمین

هـاي  . آمین[19، 51] رنگزا و پشم باشدماده دوم در اثر واکنش بین 

هاي نوع اول دارنـد.  نوع دوم شدت جذ  ضعیف تري نسبت به آمین

ترکیبات فنولي اسـت.   O-Cمربوط به  cm 1221-1جذ  در محدوده 

کـاهش   C-Oهاي غیراشباع فرکانس جـذ   با کربن تبه دلیل مجاور

دهـد کـه   مـي . کاهش شـدت ایـن محـدوده نشـان     [51] یافته است

کـه بـا    پس از عمل با لاکاز کاهش یافته ليفن هاي هیدروکسیلگروه

 مطابقت دارد.آنها توس  لاکاز  اکسایش
 

 لاکاز قبل و پس از عمل درپشم رنگرزي شده با اسپرک و مشخصات رنگي  درصد تثبیت رنگ :4جدول 

*b *a *L 
 ثبات شستشويی

 گذاری()لکه

 ثبات شستشويی

 )تغییر رنگ(
 نمونه درصد تثبیت رنگ

 قبل از عمل در لاکاز 21.6 2-1 2-1 39.87 1.91 79.31

 بعد از عمل در لاکاز 61.5 5-8 5-8 32.62 3.99 26.76
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 .عمل با لاکاز از بعد  2و ه قبل  1ه پشم رنگرزي شده با اسپرک FT-IRطیف  :9شکل 
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 گیرینتیجه ـ4
مـاده  پـیش فنلـي  به دلیل داشتن ترکیبات پلـي رنگزاي اسپرک ماده 

بـا   است که با واکـنش شده با لاکاز  ستکاتالی اکسایشمناسبي براي 

عمـل نمـودن    .یابـد مـي افـزایش  آن پررنگ شده و وزن مولکولي  آن

سـبب افـزایش   لاکـاز  آنزیم  کالاي رنگرزي شده با اسپرک در محلول

نتـایج  ثبات شستشویي شده است.  و قدرت رنگي، درصد تثبیت رنگ

و پشـم در   زارنگ ـماده پیوند کوالانس بین حاصل شده احتمال ایجاد 

 نماید.ميان عامل موثر را تقویت به عنواثر وجود لاکاز 
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