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Abstract
Aims: Peroxidases are used in a wide range of biotechnological applications,
most of which are carried out at high temperatures and pHs. Since most of the
common peroxidases in alkaline conditions are unstable and inactive, it is
necessary to find thermoalkalophilic peroxidases for practical purposes.
Materials & Methods: In the present study, the extracellular production of
peroxidase enzyme in the native strain Bacillus tequilensis was studied. For this
purpose, the bacteria were cultured in liquid LB medium. Enzyme activity was
measured using two substrates 2,4-DCP and pyrogallol. The effect of culture
time on enzyme production as well as the effect of pH and temperature
parameters on enzyme activity were investigated. Partial purification of the
enzyme was performed by ion exchange chromatography with Sephadex DEAE
A50 and the enzyme obtained from the puriϐication process was used to
measure the kinetic parameters. Kinetic parameters such as Km and Vmax were
also calculated in this study.
Findings: The highest production of peroxidase enzyme was obtained on the
fourth day of bacterial culture. The effect of temperature on the enzyme activity
showed the highest amount of enzyme activity at 70°C and the optimum pH of
peroxidase activity was obtained 8 and 10 by using 2,4-DCP and pyrogallol
respectively as substrates. The speciϐic activity of the enzyme obtained 0.431
and 0.833U/ml respectively for the crude enzyme and sample puriϐied with
Sephadex A50, indicating an increase in purity up to approximately two fold
after puriϐication. The enzymes Km and Vmax for pyrogallol were 0.15mM and
2501.1U/ml, respectively, and for 2,4-DCP were 0.77mM and 0.97U/ml,
respectively. The results of kinetic parameters showed that the specificity of
this enzyme for pyrogallol is higher.
Conclusion: The peroxidase enzyme produced in the native Bacillus bacterium
has the optimum activity at high temperature and pH and since most of the
industrial processes are performed under the above conditions, therefore, this
enzyme can potentially be used in these processes.
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  چکيده

طیف وسیعی از کاربردهای بیوتکنولوژیکی مورد استفاده قرار  پراکسیدازها دراهداف: 
شوند. از آنجایی که بیشتر های بالا انجام میpHدما و در  آنهاگیرند که بیشتر می

پراکسیدازهای رایج در شرایط قلیایی ناپایدار و غیرفعال هستند، یافتن پراکسیدازهای 
  رسد.ی به نظر میترموآلکالوفیلیک برای اهداف کاربردی امری ضرور 

سلولی آنزیم پراکسیداز در سویه بومی در مطالعه حاضر، تولید برون ها:مواد و روش
Bacillus	tequilensis .به این منظور، باکتری در محیط  مورد مطالعه قرار گرفت

-٤و٢مایع کشت داده شد. فعالیت آنزیم با استفاده از دو سوبسترای  LBکشت 
د زمان کشت بر تولیل مورد سنجش قرار گرفت و تاثیر مدتو پیروگالو کلروفنلدی

و دما بر میزان فعالیت آنزیم بررسی شد.  pHآنزیم و همچنین تاثیر پارامترهای 
سازی نسبی آنزیم با استفاده از روش کروماتوگرافی تعویض یونی با سفادکس خالص

DEAE	A50 گیری پارامترهای هسازی برای انداز انجام و آنزیم حاصل از فرآیند خالص
 Vmaxو  Kmکینتیکی استفاده شد. در این مطالعه پارامترهای کینتیکی از قبیل 

  نیز محاسبه شدند.
بیشترین میزان تولید آنزیم پراکسیداز مربوط به روز چهارم کشت باکتری بود.  ها:یافته

نشان  Cº۷۰دما بر فعالیت آنزیم بیشترین میزان فعالیت آنزیم را در دمای  بررسی تاثیر
و  کلروفنلدی-٤و٢بهینه فعالیت آنزیم پراکسیداز با استفاده از سوبسترای  pHداد و 

بود. فعالیت ویژه آنزیم برای عصاره خام آنزیمی  ۱۰و  ۸پیروگالول به ترتیب برابر با 
U/ml۴۳۱/۰  سازی با سفادکس خالصو در نمونه حاصل ازA50 ،U/ml۸۳۳/۰ 

سازی را نشان داد. گزارش شد که افزایش خلوص تا نزدیک به دو برابر پس از خالص
Km  وVmax  میکرومولار و۱۵/۰آنزیم برای پیروگالول به ترتیب برابر باU/ml	۱/۲۵۰۱ 

تایج ن .به دست آمد U/ml۹۷/۰میکرومولار و ۷۷/۰برابر با  کلروفنلدی-٤و٢و برای 
بررسی پارامترهای کینتیکی نشان داد که اختصاصیت این آنزیم نسبت به پیروگالول 

  بیشتر است.
	.Bباکتری بومی گیری: نتیجه tequilensis  آنزیم پراکسیداز قابلیت تولید

ر از آنجایی که بیشتر فرآیندهای صنعتی د سلولی دارد.صورت برونترموآلکالوفیل را به
تواند پتانسیل کاربرد در این شوند، آنزیم فوق میبالا انجام می pHشرایط دما و 

  فرآیندها را داشته باشد.
  ، پراکسیداز، ترموآلکالوفیل، پارامترهای کینتیکیtequilensis	Bacillus ها:کلیدواژه
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  مقدمه
هایی از خانواده اکسیدوردوکتاز آنزیم (x.1.11.1)پراکسیدازها 

یا دیگر پراکسیدها برای  2O2(H( پراكسيدهيدروژنکه به  هستند
 ها توسطاین آنزیم اکسیدکردن سوبستراهای احیایی نیاز دارند.

شوند و قادر به ها، گیاهان و جانوران تولید میمیکروارگانیزم
اکسیدکردن طیف وسیعی از سوبستراهای آلی با استفاده از 

عنوان دهنده الکترون هستند. این قابلیت پراکسید بههیدروژن
کاربردهای گسترده  پراکسیدازها منجر به استفاده از آنها در

توانند در برای مثال، پراکسیدازها می .[12]شودمی بیوتکنولوژیکی
ه زدایی و سفیدکنندگی استفادصنایع نساجی و کاغذسازی برای رنگ

ها با های آزو را بشکنند. این آنزیمرنگ آنها قادر هستند .[3]شوند
ها، های سمی در تصفیه فاضلابحذف مواد فنلی و رنگ

کلردار از خاک و آب کاربرد  هایها، کریزول و فنلپالایی فنلزیست
حسگرها بر پایه همچنین انواع مختلفی از زیست. 4]‐[6دارند

اند که برای تشخیص پراکسیدهیدروژن و پراکسیدازها ساخته شده
های تولیدکننده دیگر پراکسیدهای آلی در زمانی که با آنزیم

 .[7]گیرندشوند، مورد استفاده قرار میپراکسیدهیدروژن جفت می
های اکسیدازها در کاربردهای آنالیتیکی برای ساخت کیتپر 

اسید، گلوکز، کلسترول، گیری کمی اوریکتشخیصی مثل اندازه
شوند. تست الایزا که در آن پراکسیداز لاکتوز و غیره استفاده می

بادی استفاده دارکردن آنتیترین آنزیم برای نشانعنوان رایجبه
ها، برای تشخیص توکسینشود، یک روش ساده و مطمئن می

های متعدد دیگر های مثانه و پروستات و نمونهها، سرطانپاتوژن
های فوق، فرآیندها عمدتاً در شرایط قلیایی . در برخی از زمینه[2]است

شوند. متاسفانه بیشتر پراکسیدازهای رایج در و دمای بالا انجام می
های زیر و نزدیک pHشرایط قلیایی، ناپایدار و غیرفعال هستند و در 

بهینه فعالیت دارند. بنابراین یافتن پراکسیدازهای  ۶
ترموآلکالوفیلیک برای اهداف کاربردی امری ضروری به نظر 

  .[8]رسدمی
پراکسیدازها از منابع مختلف از جمله گیاه، باکتری و قارچ استخراج 

شوند. تا به شوند و برای اهداف کاربردی مختلف استفاده میمی
طور گسترده در بیشتر کاربردهای پراکسیداز تربچه کوهی بهحال 

بالینی مورد استفاده قرار گرفته است، اما تولید پراکسیداز در 
توانند ها می. باکتری[9]ها به دلایل مختلفی سودمند استباکتری

ازی سسلولی ترشح کنند که خالصصورت برونپراکسیدازها را به
کند. در مقابل استخراج آنزیم از میدستی آنزیم را آسان پایین
های پیچیده و طولانی دارد که شامل های تربچه، نیاز به روشریشه

کردن، کروماتوگرافی و بخشدهی، بخشچندین مرحله رسوب
شود که کل فرآیند بسته به درجه خلوص آنزیم از فیلتراسیون می

داز راکسیکشد. علاوه بر این تولید پچند روز تا چند هفته طول می
از تربچه یک فرآیند ناکارآمد است و تنها چند گرم آنزیم با کیفیت 

  .[10]آیددست می تن ریشه گیاه بهاز یک
های مختلفی جداسازی و تعیین تاکنون آنزیم پراکسیداز از باکتری

و همکاران آنزیم  لوپراسرت، ١٩٨٨ویژگی شده است. در سال 
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	Bacillus)رموفیلوس استئاروتباسیلوسپراکسیدازی را از 

stearothermophilus)  جداسازی کردند که بهینهpH  و  ٦آن
بود. از بین سوبستراهای مختلف  C٧٠°بهینه دمای فعالیت آن 

کلروفنل و دی-٤و٢) برای ١٠٠بیشترین فعالیت پراکسیدازی آنزیم (%
برابر  Kmبا  (aminoantipyrine‐4)پیرین آمینوآنتی-٤
و همکاران تولید آنزیم  راب .[11]بود 2O2H مولار برایمیلی٣/١

 UAH30آورمیتیلیس استرپتومایسسپراکسیداز خارج سلولی را در 
(Streptomyces	 avermitilis	 UAH30)  بررسی کردند. این
دلیل قابلیت آن در حذف سویه از مواد لیگنوسلولزی جداسازی و به

رنگ از فاضلاب کارخانه کاغذسازی انتخاب شده بود. بیشترین 
	U/mgفعالیت پراکسیدازی حاصل از این سویه  protein١٢/٠ 

بهینه برای  pH) بود. همچنین نیگرم پروتئیلیواحد در هر م(
مولار و میلی٤٥/١ترتیب به Vmaxو  Kmو  ٥/٨ا ت ٥/٦فعالیت آن 

U/mg	 proteinعنوان کلروفنل بهدی-٤و٢، با استفاده از ٣١/٠
های ای باکتری ترموآلکالوفیل را از پسابدر مطالعه .[12]سوبسترا بود

	(Bacillus	sp.	Bacillusعنوان کارخانجات نساجی جداسازی و به

SF) علت پراکسیداز این باکتری به -شناسایی کردند. آنزیم کاتالاز
پارچه  هایبالا پتانسیل استفاده در سفیدکننده pHپایداری در دما و 

را داشت. این آنزیم فعالیت پراکسیدازی قابل توجهی را با 
نشان  (o‐dianisidine)یانیزیدین د -اوسوبستراهای گایاکول و 

  .[13]بود C٥٥°و دمای  ٧برابر  pHداد. بهینه فعالیت آنزیم در 
 سلولیو همکاران قابلیت آنزیم پراکسیداز برون آنتونوپولوس

	ATCC آلبوساسترپتومایسستولیدشده در  3005 
(Streptomyces	 albus	 ATCC	 را برای کاربرد در  (3005

سفیدسازی خمیر کاغذ نشان دادند. بیشترین مقدار تولید پراکسیداز 
 pHو بیشترین فعالیت پراکسیدازی در  U/mg٥٨/٠سلولی برون
بود، در  2O2Hمولار میلی٢٠و غلظت بهینه  C٥٣°، دمای ٩/٩برابر 

و  ٥/١١تا  ٦برابر  pHحالی که آنزیم قادر به فعالیت در محدوده 
-٤و٢نیز بود. در این مطالعه  2O2Hمولار میلی١٠٠همچنین غلظت 

فاده لیت آنزیم استعنوان سوبسترا برای سنجش فعاکلروفنل بهدی
ای دیگر آنزیم پراکسیداز دارای هم خارج در مطالعه .[14]شده بود

	Thermobifidaسلولی از  fusca  اشریشیاکلیرا در باکتری 
(E.coli) های مختلف بیوشیمیایی آن را مطالعه بیان و ویژگی

ع کردن انواتنها قادر به بیرنگکردند که مشخص شد این آنزیم نه
 enantioselectiveتواند سولفوکسیداسیون ها است، بلکه میرنگ

و  رکیک .[15]کاتالیز کند را نیز ی)زومر یا ونیداسیسولفوکس(
های ی اکتینومیستهای مختلف خاک را براهمکاران نمونه

ای تولیدکننده پراکسیداز غربالگری کردند. آنها از تغییرات رنگ قهوه
مایل به قرمز در محیط کشت برای غربالگری پراکسیداز استفاده 

 SN9	griseosporeusکردند. بعد از چند مرحله، یک سویه به نام 
Streptomyces ) بیشترین میزان فعالیت پراکسیدازیU/ml١/٠ (

و دما بر فعالیت آنزیم نشان داد که  pHشان داد. مطالعه تاثیر را ن
است. این آنزیم  C٦٥°و دمای  =pH ٥/٨بهینه فعالیت آنزیم در 

 -اوقابلیت استفاده از سوبستراهای مختلف مثل گایاکول، 

را  فنل)هیدروکسیدیکلروفنل و پیروگالول (دی-٤و٢یانیزیدین، د
آزید مهار شد که سیانید و سدیمداشت، ولی به وسیله پتاسیم

دهنده وجود هم در ساختار آنزیم بود. در مطالعه فوق اثر نشان
کننده، اکسیدکننده، زدایی، پایداری در برابر عوامل دناتورهرنگ

ورد های صنعتی مسفیدکننده و سازگاری آنزیم با بعضی از شوینده
ه کارآیی آنزیم پراکسیداز در شرایط فوق به اثبات مطالعه قرار گرفت ک

  .[16]رسید
عنوان یکی از ها بههای صنعتی در میکروباگرچه تولید آنزیم

ها است، اما در انتخاب سویه میکروبی برای تولید ترین روشمناسب
آنزیم صنعتی چندین جنبه باید مورد توجه قرار گیرد. اول اینکه 

سازی و بازیافت را نسبت به یند خالصبودن آنزیم، فرآترشحی
سازی از بین هزاران پروتئین مختلف سلولی و اجزای دیگر خالص
 (GRAS)کند. همچنین میزبان تولیدکننده باید ایمن تر میآسان

باشد. سوم اینکه سویه مورد نظر باید مقدار زیادی آنزیم را در 
ترین مهمچنین چند مورد از مهزمان منطقی تولید کند. مدت

امل شود، شمعیارهایی که در انتخاب آنزیم صنعتی در نظر گرفته می
و دمای بهینه فعالیت آنزیم، اختصاصیت آن  pHمیزان فعالیت، 

  .[17]نسبت به سوبسترا و غیره هستند
سلولی با درنظرگرفتن موارد فوق، در مطالعه حاضر تولید برون

 tequilensis	Bacillusپراکسیداز ترموآلکالوفیلیک در سویه بومی 
و همچنین اثر برخی پارامترهای فیزیکوشیمیایی بر تولید و فعالیت 

	آنزیم مورد بررسی قرار گرفت.
  

  هامواد و روش
  مواد شیمیایی

، Merckهای شرکت در این مطالعه از مواد شیمیایی ساخت
Sigma ،Duchefa استفاده شد.های معتبر داخلی و شرکت  

  و نگهداری آنتهیه سویه باکتری 
که از  tequilensis	Bacillusدر مطالعه حاضر، از باکتری بومی 

های شهر مشهد جداسازی ها و کشتارگاههای اطراف مرغداریخاک
 LB. این باکتری در محیط کشت جامد [1]شده بود، استفاده شد

(Luria	bertani	Agar)  گرم ۵گرم بر لیتر تریپتون، ۱۰که شامل
گرم بر لیتر آگار ۱۵کلرید و گرم بر لیتر سدیم۱۰مر، بر لیتر عصاره مخ

  بود، کشت و نگهداری شد. ۷نهایی  pHبا 
  کشت مایع و تهیه عصاره خام آنزیمی

	.Bبرای تهیه عصاره خام آنزیمی، سویه  tequilensis  در محیط
و سرعت  Cº۳۷مایع کشت شد و در انکوباتور با دمای  LBکشت 
دور بر دقیقه قرار گرفت. پس از اتمام دوره رشد، محیط کشت ۱۸۰

سانتریفیوژ و از  Cº٤و دمای  g۱۰۰۰۰دقیقه با سرعت  ۱۰به مدت 
عنوان عصاره خام آنزیمی برای سنجش فعالیت آنزیم عصاره رویی به
  سلولی استفاده شد.پراکسیداز برون

	DEAEسفادکس ون سازی نسبی آنزیم با استفاده از ستخالص

A50  
 A50 آمینواتیلاتیلدی رزین گرمیک مقدار ابتدا منظور این به



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکارانی اله احمدفتح ۴۸
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)DEAE	A50 لیتر آب میلی۲۵، سیگما آلدریچ؛ ایالات متحده) در
قرار گرفت. در این  Cº۶۰ساعت در دمای  ۴مقطر حل شد و به مدت 

سازی با استفاده از این طور کامل متورم و ستون خالصمدت ژل به
سازی آن با سازی ستون، متعادلشده پر شد. بعد از آمادهمتورم ژل

 ۸مولار دارای میلی۲۰اسید هیدروکلریک -شوی تریسوبافر شست
=pH  انجام شد. این کار چندین مرتبه تکرار شد تاpH  بافر ورودی
ون، شدن ستبافر خروجی از ستون یکسان شود. بعد از متعادل pHبا 

 وشوی اولیه با بافره ستون تزریق شد. شستعصاره خام آنزیمی ب
وشو انجام گرفت و در مراحل بعد برای خروج آنزیم پراکسیداز شست

مولار برای ۱تا  ۱/۰های کلرید با غلظتاز ستون، از محلول سدیم
ون آمده از ستدستهای بهوشوی ستون استفاده شد. فراکشنشست

و  [18]برادفوردده از روش گیری مقدار پروتئین با استفابرای اندازه
  سنجش میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز مورد استفاده قرار گرفت.

  سنجش فعالیت آنزیم
در مطالعه حاضر فعالیت آنزیم پراکسیداز با استفاده از دو سوبسترای 

، سیگما آلدریچ؛ ایالات متحده) DCP‐2,4کلروفنل (دی-۴و۲
و پیروگالول (سیگما  [14]و همکاران آنتونولوپوسبراساس روش 

همراه با  [19]و همکاران فلادآلدریچ؛ ایالات متحده) براساس روش 
  ).۱تغییراتی مورد سنجش قرار گرفت (جدول 

  
و  کلروفنلدی-٤و٢ترکیبات محلول سنجش آنزیمی با سوبستراهای  )۱جدول 

  پیروگالول
محلول سنجش  یباتترک

  یمیآنز
 کلروفنلدی-٤و٢

  (میکرولیتر)
 ر)(میکرولیتپیروگالول 

Tris‐HCl )۱۰۰۲۳۰  ۲۰۵  مولار)میلی  
کلروفنل دی-٤و٢
مولار)میلی۱۰۰(  

١٥  -  

پیرین آمینوآنتی-٤
  مولار)میلی١٠٠(

١٥  -  

  ٣٠  -  مولار)میلی٢٠(پیروگالول 
میلیمولار)١٠٠اکسیژنه (آب  ٣٠  ١٥  

  ١٠  ٥٠	محلول آنزیمی
  ٣٠٠  ٣٠٠	حجم کلی

  
های شروع و افزایش جذب در طول موج 2O2Hواکنش با افزودن 

با  کلروفنل و پیروگالولدی-۴و۲ترتیب برای نانومتر به۴۲۰و  ٥١٠
ر و اسپکتروفتومتهای خوانشگر میکروپلیت استفاده از دستگاه

عنوان گیری شد. از محلول واکنش بدون عصاره آنزیمی بهاندازه
  بلانک استفاده شد.

  آید:ز رابطه زیر به دست میفعالیت آنزیم با استفاده ا

ሺU/mlሻآنزیم	فعالیت		 ൌ
Vt	 ൈ 		Δݐ/ܣ	 ൈ df

ε	 ൈ Dൈ V
 

  

Vt لیتر، دهنده حجم کل واکنش بر حسب میلینشانΔݐ/ܣ	 
ضریب مولی   ضریب رقت آنزیم، df ،اختلاف جذب در یک دقیقه

لیتر حجم آنزیم بر حسب میلی Vطول عبوری نور و  Dخاموشی، 
  است.

گرم میلی١صورت مقدار لازم برای تولید یک واحد از فعالیت آنزیم به
شود. میزان می دقیقه تعریفزمان یکاز محصول واکنش در مدت

دقیقه انکوباسیون به وسیله تفریق  ٤آمده در پایان دستجذب به
  شود.تصحیح می(بلانک) میزان جذب کنترل 

یت فیزیکوشیمیایی بر تولید و فعالمطالعه تاثیر برخی از پارامترهای 
  آنزیم

  زمان کشت بر تولید آنزیم پراکسیدازبررسی تاثیر مدت
لیتری میلی۵۰در فالکون  tequilensis	B.به این منظور ابتدا سویه 

 کشت شد.روز پیشمایع به مدت یک شبانه LBحاوی محیط کشت 
ز، مایه ازمان کشت در تولید آنزیم پراکسیدبرای بررسی تاثیر مدت
بود، ، در  ۶/۰آن حدوداً  600ODکشت که تلقیح حاصل از پیش

کشت  LBلیتر محیط کشت میلی۶۰لیتری حاوی میلی۲۵۰های ارلن
دور بر دقیقه ۱۸۰با سرعت  Cº۳۷روز در انکوباتور  ۷شد و به مدت 
و  ۷های فوق طی روزهای یک تا برداری از کشتقرار گرفت. نمونه

کلروفنل دی-۴و۲ت آنزیم با استفاده از سوبسترای گیری فعالیاندازه
  انجام شد.

  بر فعالیت آنزیم پراکسیداز pHبررسی تاثیر دما و 
، از بافرهای بر فعالیت آنزیم پراکسیداز pHبرای بررسی تاثیر 

-۴و۲و سوبستراهای  ١١تا  ٦های pHدر محدوده  مختلفی
و پیروگالول در دمای اتاق استفاده شد. در این آزمایش  کلروفنلدی

اسید هیدروکلریک -، بافر تریس۷و  ۶های pHاز بافر فسفات برای 
 ۱۱و  ۱۰های pHکربنات برای و بافر کربنات/بی ۹و  ۸های pHبرای 

. همچنین برای بررسی تاثیر دما بر فعالیت آنزیم، استفاده شد
کلروفنل ید-٤و٢ه از سوبسترای سنجش فعالیت آنزیمی با استفاد

با استفاده از دستگاه  Cº٨٠تا  ٢٥محدوده دمایی  و pH= ٨در 
	اسپکتروفتومتر انجام گرفت.

  بررسی پارامترهای کینتیکی آنزیم پراکسیداز
برای آنزیم پراکسیداز  Vmaxو  Kmپارامترهای کینتیکی از قبیل 
گیری شد. این کلروفنل اندازهید-۴و۲با دو سوبسترای پیروگالول و 

سبی صورت نپارامترها با استفاده از فعالیت آنزیم پراکسیداز که به
سازی شده بود، محاسبه شدند. در این آزمایش فعالیت آنزیم خالص

مولار برای پیروگالول میلی۴تا  ۲۵/۰های مختلف سوبسترا (در غلظت
در مقدار ثابت آنزیم  کلروفنل) وید-٤و٢مولار برای میلی۲۰تا  ۱و 

مورد سنجش قرار گرفت و  C۲۵°و دمای  ۸برابر  pHشرایط 
افزار صورت آنلاین با استفاده از نرمبه Vmaxو  Kmپارامترهای 
Tool	Kit	maxV	MK .محاسبه شدند  
  هاآنالیز داده

تکرار انجام و از میانگین  ۳های مطالعه حاضر با کلیه آزمایش
  نتایج استفاده شد.ها برای گزارش داده

  

  هایافته
  سازی نسبی آنزیمخالص

 tequilensis	B.سلولی کشت باکتری آنزیم پراکسیداز از عصاره برون
 سازی شد. مقدار پروتئینطور نسبی خالصبراساس روش ذکرشده به



 ۴۹... و Bacillus tequilensisسلولی آنزیم پراکسیداز در باکتری بومی تولید برونـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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و همچنین  برادفوردهای مختلف با استفاده از روش در فراکشن
 کلروفنلید-٤و٢ده از سوبسترای فعالیت آنزیم پراکسیداز با استفا

شده از ستون در پروتئین خارج مقدارمورد سنجش قرار گرفت. 
کلرید و همچنین میزان فعالیت آنزیم در های مختلف سدیمغلظت
. مقدار پروتئین و میزان )١نمودار های خروجی تعیین شد (فراکشن

مولار ۷/۰تا  ۳/۰وشوی های شستفعالیت آنزیم در غلظت
ها بود. فعالیت ویژه آنزیم کلرید بیشتر از بقیه قسمتسدیم

کلرید، مولار سدیم۳/۰وشوی پراکسیداز در غلظت شست
U/mg۸۳۳/۰ ها و نزدیک به گزارش شد که بیشتر از بقیه غلظت

) بود. U/mg۴۳۱/۰اره خام آنزیمی (دو برابر فعالیت ویژه عص
همچنین مقدار پروتئین، فعالیت کل آنزیم و فعالیت ویژه آنزیم 

شده با ستون پراکسیداز در عصاره خام آنزیمی و نمونه خالص
  ).۲تعویض یونی مقایسه شد (جدول 

  

  
های مختلف ) در غلظت) و فعالیت پراکسیدازی (مقدار پروتئین ( )۱نمودار 
  وشوشست

  
مقایسه مقدار پروتئین و فعالیت آنزیم در عصاره خام آنزیمی و نمونه  )۲جدول 
	(A50	DEAE)شده با ستون تعویض یونی خالص

  A50	DEAE  عصاره خام  
  ۲۰۶/۰  ۸۹۱/۰  گرم)(میلیپروتئین کل 

  U/ml(  ۳۸۴۷/۰  ۱۷۱۹/۰( فعالیت کل آنزیم
  U/mg(  ۴۳۱/۰  ۸۳۳/۰( فعالیت ویژه آنزیم

  

  زمان کشت بر تولید آنزیم پراکسیدازتاثیر مدتبررسی 
ساعت از کشت باکتری  ۲۴برای این منظور در فواصل زمانی 

ها پس از سانتریفیوژ و تهیه عصاره خام برداری شد و نمونهنمونه
آنزیمی برای سنجش آنزیمی مورد استفاده قرار گرفتند. میزان تولید 

طی  tequilensis	B.سلولی در کشت باکتری آنزیم پراکسیداز برون
زایش یافت، ولی بعد از آن کاهش پیدا کرد روزهای اول تا چهارم اف

) U/ml۳۳/۰). همچنین بیشترین مقدار فعالیت آنزیم (۲(نمودار 
مربوط به روز چهارم کشت بود، ولی این میزان در روزهای بعدی 

) U/ml۱۸/۰مقدار بهینه ( %۵۰کاهش یافت و در روز هفتم تا حدود 
برای  ن بهینه کشتزماتوان نتیجه گرفت که مدترسید. بنابراین می

  روز است. ۴تولید بیشتر آنزیم پراکسیداز در این سویه 

  
  tequilensis	B.زمان کشت بر تولید آنزیم پراکسیداز در سویه تاثیر مدت )۲نمودار 

  
  بر فعالیت آنزیم پراکسیداز pHبررسی تاثیر 

فعالیت  ۱۱تا  pH ۶ها و از pHآنزیم پراکسیداز در طیف وسیعی از 
های قلیایی فعالیت بیشتری را نشان داد و pHداشت و در محدوه 

 کلروفنلید-٤و٢فعالیت بهینه این آنزیم با استفاده از سوبسترای 
بر فعالیت  pH). همچنین آزمایش تاثیر ۳بود (نمودار  =pH ۸در 

آنزیم پراکسیداز با استفاده از سوبسترای پیروگالول نیز انجام و 
های قلیایی فعالیت بهتری روی pHمشخص شد که این آنزیم در 

دارای بیشترین فعالیت روی این  =pH ۱۰سوبسترا دارد و در 
ه توان نتیجه گرفت کسوبسترا است. با توجه به این دو آزمایش می

  کسیداز آلکالوفیل است.این آنزیم یک پرا
  

  (الف) 

  (ب)
 لف)ابر فعالیت آنزیم پراکسیداز با استفاده از سوبستراهای  pH تاثیر )۳نمودار 

	و ب) پیروگالولکلروفنل دی-٤و٢
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   ۱۳۹۸ زمستان، ۱، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                              فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

  بررسی تاثیر دما بر فعالیت آنزیم پراکسیداز
عنوان سوبسترا برای سنجش به کلروفنلید-۴و۲در این آزمایش از 

عنوان به =pH ۸فعالیت آنزیم استفاده و واکنش سنجش آنزیمی در 
pH  بهینه انجام شد. فعالیت آنزیم پراکسیداز در شرایطpH  بهینه

به  Cº۷۰افزایش یافت و در دمای  Cº٧٠تا  ۲۵با افزایش دما از 
  ).۴ودار بیشترین میزان خود رسید و بعد از آن کاهش پیدا کرد (نم

  

  
  تاثیر دما بر فعالیت آنزیم پراکسیداز )۴نمودار 

  
  تعیین پارامترهای کینتیکی آنزیم پراکسیداز

مقدار پارامترهای کینتیکی برای یک آنزیم بستگی به سوبسترای 
مورد استفاده برای سنجش فعالیت آنزیم و همچنین شرایط محیطی 

، دما، قدرت یونی و غیره دارد. در این مطالعه نیز مقادیر pHاز قبیل 
Km  وVmax  برای آنزیم پراکسیداز تولیدشده در سویهB.	

tequilensis  نسبت به دو سوبسترای مختلف متفاوت بود (جدول
تری داشت و این پایین Kmآنزیم پراکسیداز برای پیروگالول ). ٣

کلروفنل ید-۴و۲تمایل بیشتر این آنزیم به این سوبسترا نسبت به 
  را نشان داد.

  
  پارامترهای کینتیکی آنزیم پراکسیداز )۳جدول 
  مولار)(میلی Vmax  مولار)(میلی Km  سوبسترا

  ۹۷/۰  ۷۷/۰  کلروفنلدی-٤و٢
  ۱/۲۵۰۱  ۱۵/۰  پیروگالول

  
	بحث

هایی همچون نرخ رشد بالا، چرخه داشتن ویژگیدلیل ها بهباسیلوس
بودن سلولی و ایمنهای برونکوتاه تخمیر، تولید پروتئین

های صنعتی به شمار های مناسبی برای تولید آنزیممیزبان
	.B. باکتری [20]آیندمی tequilensis  یک سویه گرم مثبت و

یداز راکسزا است که در مطالعه حاضر برای تولید آنزیم پغیربیماری
 های یک میزبانمورد استفاده قرار گرفت. این سویه تمامی ویژگی

 هایهای صنعتی را دارد. تاکنون تولید آنزیمتولیدکننده آنزیم
، [22]، سلولاز[21]، آمیلاز[20]صنعتی مختلف از قبیل انواع پروتئازها

 در این گونه بررسی شده، [24]های پکتینولایتیکو آنزیم [23]زایلاناز
ای روی تولید آنزیم پراکسیداز در این سویه انجام نشده اما مطالعه

تواند اطلاعاتی در مورد های مطالعه حاضر میاست. بنابراین یافته
های این آنزیم در اختیار تولید آنزیم پراکسیداز و همچنین ویژگی

  محققان قرار دهد.
له اگرچه اطلاعات زیادی در مورد پراکسیدازهای گیاهی از جم

و پراکسیدازهای  (Horse Radish Peroxidase)پراکسیداز تربچه 
	Phanerochaeteهای قارچی مثل تولیدشده در برخی گونه

chrysosporium  وPleurotus	 ostreatus  وجود دارد، اما
ند توانهای خاص خود میدلیل ویژگیپراکسیدازهای باکتریایی به

  داشته باشند.ای را در صنایع مختلف پتانسیل بالقوه
 سلولیتوانایی تولید برون tequilensis	B.در مطالعه حاضر باکتری 

ر تسازی آنزیم را راحتآنزیم پراکسیداز را داشت که این امر خالص
سلولی این سویه قادر کند. همچنین مشخص شد که عصاره برونمی

کلروفنل است. ید-۴و۲به فعالیت روی سوبستراهای پیروگالول و 
سازی آن است. های تولید آنزیم مربوط به خالصبیشترین هزینه

زبان های یک میترین مزیتسلولی یکی از مهمبنابراین تولید برون
شود. در مطالعه حاضر تولید برای تولید آنزیم صنعتی محسوب می

زمان کوتاهی و در چند روز اول کشت به آنزیم در این سویه در مدت
رین میزان خود رسید. این نتیجه در مورد تولید آنزیم پراکسیداز بیشت

هایی از جنس های باکتریایی دیگر مثل گونهدر گونه
ها که برای تولید این آنزیم مورد مطالعه قرار استرپتومیست

ید عنوان مثال بیشترین میزان تولاند، بسیار بیشتر است. بهگرفته
 3005	ATCC	albus	Streptomycesآنزیم پراکسیداز در سویه 

 gerenzanensis Nonomuraeaو در سویه  [14]روز ۳-۴حدود 
آید. تولید پراکسیدازهای گیاهی بعد از کشت به دست می [25]روز ۲۰

 زمان رشد گیاه و تولید آنزیمتر دارد و مدتنیاز به فرآیندهای پیچیده
	.Bیه وبه مراتب بیشتر است. میزان تولید آنزیم پراکسیداز در س

tequilensis طوری که این آنزیم در این نیز قابل توجه است، به
شده به میزان بیشتری تولید سویه نسبت به کارهای مشابه انجام

لیدشده سلولی توعنوان مثال بیشترین میزان پراکسیداز برونشد. به
و به میزان  griseosporeus Streptomyces	SN9در باکتری 

U/ml۱/۰ [16]  و درATCC	 3005	albus	Streptomyces ،
U/mg۵۸/۰[14]  گزارش شده است که میزان آنزیم تولیدشده در
وان تبیشتر از مقادیر فوق بود. بنابراین می tequilensis	B.سویه 

های یک میزبان مناسب برای ویژگی tequilensis	B.گفت سویه 
	تولید آنزیم پراکسیداز را دارد.

ارهای مورد نیاز یک آنزیم برای کاربردهای ترین معییکی دیگر از مهم
و دمای مورد نظر است. فعالیت آنزیم  pHصنعتی، فعالیت در 

و دماهای  pHدر  tequilensis	B.پراکسیداز تولیدشده در سویه 
مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت و مشخص شد که این آنزیم در 

فعالیت دارد، ولی در محدوده قلیایی  ۱۱تا  ۶های pHمحدوده 
خصوص فعالیت بیشتری روی دو سوبسترای مورد مطالعه، به

نیز  C۴۰°دهد. این آنزیم در دماهای بالای پیروگالول نشان می
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با توجه به نتایج حاصل از بررسی کند. صورت بهتری فعالیت میبه
ت که این آنزیم توان گفبر فعالیت آنزیم می pHتاثیر دما و 

بیشتر های بالا است. pHترموآلکالوفیل و قادر به فعالیت در دماها و 
فرآیندهای صنعتی از قبیل صنایع شوینده، صنعت خمیر کاغذ و 

 pHغیره معمولاً در شرایط محیطی سخت و شدید از نظر دما و 
)pH تا  ٢٠و دمای  ١٠تا  ٧°Cهمچنین  .[26]شوندانجام می) ٦٠

متان و آریلهای آزو، تریهای صنعتی مثل رنگگبرخی از رن
های خنثی تا قلیایی توسط آنزیم pHآنتراکوئینون نیز در شرایط 

منظور های تولیدشده به. آنزیم[2]شوندبری میپراکسیداز رنگ
و دما باشند.  pHاستفاده در این صنایع، باید قادر به فعالیت در این 

های باکتریایی ر برخی از گونهپس از بررسی آنزیم پراکسیداز د
خنثی و نزدیک  pHها در مشخص شده است که اکثر این آنزیم

عنوان مثال فعالیت بهینه پراکسیداز خنثی فعالیت بهینه دارند. به
و دمای  pH=۷در  megaterium	Bacillusتولیدشده در باکتری 

°C۳۷ های پراکسیداز . فعالیت بهینه آنزیم[27]گزارش شده است
BsDyP  وPpDyP های ترتیب از سویهکه بهB.	subtilis  وP.	

putida  گزارش شده بود، درpH و دمای بین  ۵تا  ۴های اسیدی
 PpDyPبرای  C۳۰°تا  ۱۰و دمای بین  BsDyPبرای  C۳۰°تا  ۲۰

که از سویه  SviDyP. فعالیت بهینه آنزیم [28]به دست آمد
Saccharomonospora	viridis سازی و تعیین صجداسازی، خال

فعالیت قابل توجهی روی  C۷۰°و دمای  pH= ۷ویژگی شده بود، در 
وری طخمیر چوب اکالیپتوس در طول فرآیند سفیدسازی داشت، به

. [3]افزایش پیدا کرد %۳کاهش و شفافیت تقریباً  %۲۱که عدد کاپا 
های اسیدی pHفعالیت بهینه پراکسیدازهای قارچی نیز عمدتاً در 

فعالیت بهینه دارند و یکی از  ۵های زیر pHطوری که در است، به
های پراکسیدازهای قارچی برای استفاده در ترین محدودیتمهم

های بالا است. بنابراین pHفرآیندهای صنعتی، عدم کارآیی آنها در 
	.Bتوان نتیجه گرفت که آنزیم پراکسیداز تولیدشده در سویه می

tequilensis  کاربرد در این فرآیندها داشته پتانسیل خوبی برای
  باشد.

مثل  پالایی مواد سمییکی دیگر از کاربردهای آنزیم پراکسیداز زیست
مواد فنلی است. در مطالعه حاضر نیز مشخص شد که این آنزیم 

کلروفنل و پیروگالول را اکسید دی-۴و۲قادر است ترکیبات فنلی مثل 
های آنزیم بتواند در پروژهتوان انتظار داشت که این کند. بنابراین می

پالایی ترکیبات فنلی به کار برده شود و تا به حال مطالعات زیست
. آنزیم پراکسیداز قادر 29]‐[31متعددی در این زمینه انجام شده است

به شکست ترکیبات فنلی نیست و فقط از طریق پلیمریزاسیون آنها 
  شود.منجر به رسوب این ترکیبات سمی می

گیرد، هایی که در مطالعه آنزیم مد نظر قرار میییکی از ویژگ
اختصاصیت آنزیم نسبت به سوبسترا است. در مطالعه حاضر 

	.Bمشخص شد که اختصاصیت آنزیم پراکسیداز تولیدشده در سویه 

tequilensis است. با مطالعه  به پیروگالول بیشتر نسبت
پارامترهای کینتیکی آنزیم پراکسیداز مشخص شد که این آنزیم 

Km کلروفنل دارد. از دی-۴و۲تری برای پیروگالول نسبت به پایین

فت توان گمعیاری از تمایل آنزیم به سوبسترا است، می Kmآنجا که 
این آنزیم تمایل بیشتری نسبت به پیروگالول دارد و فعالیت آن نیز 

  ی این سوبسترا بیشتر است.رو
  

  گیرینتیجه
	.Bباکتری بومی  tequilensis  آنزیم پراکسیداز را قابلیت تولید

سلولی دارد و آنزیم پراکسیداز تولیدشده در این سویه، صورت برونبه
ها باعث شده است که یک آنزیم ترموآلکالوفیل است. این ویژگی

لید صنعتی آنزیم عنوان میزبان مناسبی برای تواین سویه به
پراکسیداز محسوب شود. همچنین این آنزیم فعالیت خوبی در 
اکسیداسیون ترکیبات فنلی دارد. از آنجایی که بیشتر فرآیندهای 

شوند، آنزیم فوق صنعتی در شرایط قلیایی و دمای بالا انجام می
  تواند پتانسیل کاربرد در این فرآیندها را داشته باشد.می

  

 طیصنعت و مح شگاهیاز کارشناسان آزما لهیوس نیبدتشکر و قدردانی: 
کمال تشکر و  یفناور ستیو ز کیژنت یمهندس یپژوهشگاه مل ستیز

 .دیآیعمل مه ب یقدردان
. شده است دییتا سندگانیحاضر توسط همه نو مطالعهاخلاقی: تاییدیه
 ریسا ای یسیانگل ،یبه زبان فارس یگر ید هیدر نشر مطالعه نیا نیهمچن
  .ارسال نشده است یگر ید هینشر یطور همزمان برابه ایها چاپ نشده زبان

جود و یتعارض منافع گونهچیه دارندیاعلام م سندگانینوتعارض منافع: 
 ندارد.

(نویسنده اول)، نگارنده  یاله احمدفتح سهم نویسندگان:
 )؛%٤٠شناس/پژوهشگر اصلی/تحلیلگر آماری/نگارنده بحث (مقدمه/روش

شناس/پژوهشگر اصلی/نگارنده بحث (نویسنده دوم)، روش یعباس علیرضا
ارنده گنشناس/پژوهشگر کمکی/(نویسنده سوم)، روش یخچالی باقر )؛%٢٠(

شناس/پژوهشگر روش)، چهارم(نویسنده  یزادهعل هوشنگ )؛%٢٠بحث (
ر شناس/پژوهشگ)، روشپنجم(نویسنده  یپوربابائ یعلاحمد )؛%١٠کمکی (
  )%١٠کمکی (

دانشگاه  یمعاونت پژوهش یمال یهاتیحاضر با حما مطالعهمنابع مالی: 
 .تهران انجام شد
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