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A Study on the Potential of Uricase Production by Halophilic 
Bacteria and Enzyme Production Optimization
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Uricase (EC 1.7.3.3) was first utilized in the 1970s, to prevent the uric acid increase in the 
blood stream and the formation of urate crystals. Later, this enzyme was produced using 
recombinant DNA technology. However, immunogenic responses towards the alien protein 
in some patients has led to searching for new uricases with more desirable properties. 
Considering the interesting characteristics of enzymes of halophilic and halotolerant bacteria, 
the potential of 85 native Iranian halophilic bacteria isolated from Urmia salt lake for uricase 
production was evaluated, and the best producer was identified by means of 16S rRNA 
gene sequencing with more than 99% similarity to Halomonas sulfidaeris. In the following, 
significant physicochemical and environmental factors for optimal production of uricase by 
the selected strain were determined. The best combination of effective factors for the enzyme 
production was identified by Response Surface Methodology (RSM). The optimum enzyme 
production was found to be at pH=8, 34.5°C, 3% NaCl, and 7.5g/L of uric acid which resulted in 
the significant production of 32.5U/ml. This strain can be used in subsequent studies regarding 
the therapeutic application of this halotolerant enzyme.
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  چکيده
 افزایش از پیشگیری برای باراولین برای ۱۹۷۰ دهه در (1.7.3.3	EC)يوریکاز  آنزیم
 عدهاب آنزیم این. شد استفاده اورات بلورهای تشکیل و اسید در خوناوریک غلظت
 روتئینپ این به بیماران ایمنی واکنش علتبه اما شد استفاده نوترکیب صورتبه

های با ویژگی آنزیم این از جدیدی منابع یافتن برای هاتلاش بدن، برای بیگانه
پذیر دوست و تحملنمک هایباکتری اهمیت به با توجه. دارد ادامه ترمطلوب
سویه از  ۸۵ پروژه این در فرد،های منحصربههایی با ویژگیآنزیم تولید در نمک

 که در مطالعات پیشین از دریاچه ارومیه جداسازی شده بودند، هااین باکتری
 راساسب سویه تولیدکننده بهترین و شدند سییوریکاز برر  آنزیم تولید برای
	16S ژن یابیتوالی rRNA  هالوموناس سولفیداریسبه  %۹۹بیش از 

(Halomonas	sulfidaeris) در ادامه با تغییر فاکتورهای . شباهت نشان داد
 وریکازی تولید موثر بر عوامل ترینمحیطی و فیزیکوشیمیایی محیط کشت، مهم

 ولیدسازی سطح پاسخ تروش بهینه از استفاده با و شناسایی این باکتری توسط
، C۵/۳۴°، دمای pH=۸تولید آنزیم در  در شرایط بهینه میزان. شد بهینه آنزیم

واحد بر ۵/۳۲گرم بر لیتر به ۵/۷اسید و غلظت اوریک %۳غلظت کلریدسدیم 
 هیتوجقابل  در مقایسه با گزارشات موجود، مقدار که یافت افزایش لیترمیلی
در مورد کاربردهای درمانی آنزیم  بعدی تحقیقات در تواندمی سویه این. است

  بگیرد. قرار مورد استفاده مقاوم به نمک آن
  سازیدوست، یوریکاز، بهینههای دارویی، باکتری نمکآنزیم ها:کلیدواژه

  
  ۱۲/۵/۱۳۹۶ تاريخ دريافت:
  ۱۶/۹/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:

  asad@ut.ac.ir: نويسنده مسئول*
  

  مقدمه
	EC)يوریکاز  آنزیم  اکسیداز،اورات هاینام با که (1.7.3.3

 تهشناخ نیز اکسیدوردوکتاز اکسیژن اورات و اکسیدازاسیداوریک
 متابولیکی مسیر در و دارد وجود بدن در طبیعی طوربه شودمی

 کیلودالتون۱۳۵مولکولی  وزن با آنزیم این .[1]است فعال هاپورین
کیلودالتون ۳۴مولکولی  وزن با یکسان واحد زیر چهار از متشکل
 و کرده اکسیده را اسیداوریک اکسیژن، حضور در آنزیم این .[2]است
 حلالیت دارای آلانتوئین .[3]کندمی تبدیل اکسیژنهآب و آلانتوئین به

 دفع دنراحتی از بو در نتیجه به بوده اسیداوریک به نسبت بیشتری
 pKaاست ( ضعیف اسید یک اسید کهاوریک آن که حال .[4]شودمی

 صورت در که دارد وجود اورات یون صورتبه بدن در)، ۸/۵برابر با 

	,5]کند رسوب هابافت در بلور صورتبه غلظت ممکن است افزایش

6].  
 به گزینه ترینمناسب آنزیمی هایدرمان موجود، هایدرمان میان در
 در که نآلانتوئی به اسیداوریک تبدیل دلیلبه يوریکاز. رسندمی نظر

 فرم به نتیجه در و رسدنمی اشباع غلظت به زیستی مایعات
 از یبسیار  فواید دارو این. دارد درمانی کاربرد آید،نمی در کریستالی

 و ساعت۲۴ زمان طی خون اسیداوریک غلظت شدید کاهش قبیل
 اروهاد سایر به نسبت سازیسنگ مقابل در هاکلیه از بهتر محافظت

  .7]‐[9دارد را
 فلاووس آسپرژیلوس کشت عصاره از را دارویی يوریکاز ابتدا در

 یتزریق فرم به یوریکوزایم نام تحت دارو این. کردندمی استخراج
 وحشی، میزبان کم در تولید بر علاوه دارو این. شدمی تولید

 ساده قارچ این ژنوم و فیزیولوژی .[10]داشت همراه به نیز مشکلاتی
 داومم طوربه که قارچ این از ایسویه تولید امکان بنابراین و نیست
. نیست پذیرامکان کند، تولید را آنزیم این از توجهی قابل مقدار

 جداسازی که است هاآفلاتوکسین تولیدکننده قارچ این همچنین
 رسیبر سموم این وجود نظر از باید نهایی محصول و بوده مشکل آنها
 ساکارومایسس مخمر در نوترکیب صورتبه دارو این امروزه .[11]شود

 شرکت کیلودالتون توسط۳۴مولکولی  وزن با مونومر فرم به سرویزیه
 فرم همچنین .[12]شودمی تولید اونتیس سانوفی فرانسوی
 منشا زا نیز آن دیگر که )پگلوتیکاز( یوریکاز یک آنزیم شدهپگیله

 هتایید ساوینت شرکت توسط ۲۰۱۰ سال در است) حیوانی( یوکاریوتی
  .[14	,13]است کرده دریافت را متحده ایالات داروی و غذا سازمان
 آنافیلاکسیس شوک جمله از مشکلاتی موجود تجاری هایآنزیم اما
 بودنایمونوژن از موارد این دوی هر که دارند همولیتیک خونیکم و

	,15]شودمی ناشی بدن برای تزریقی بیگانه پروتئین  هر چند .[16
 این اما بکاهد آنزیم زاییایمنی واکنش میزان از توانسته کردنپگیله
 نتیجه در ،[14]است شده پروتئین فعالیت کاهش سبب پروسه

 .17]‐[19دارد ادامه جدید منابع از يوریکازهایی یافتن برای تحقیقات
 یگزینه مناسب توانندمی درمانی کاربرد برای دوستنمک هایآنزیم
 شرایط تحمل نیازمند انسانی خون محیط در فعالیت چون باشند
 تواندمی نمک میزان این. است) نمک %۹/۰ معادل( خون اسمزی
ر که د بگیرد را دوستغیرنمک منابع از هاییآنزیم فعالیت جلوی

 های داروییدوست مولد آنزیمهای نمککارگیری گونهنتیجه به
 وزد کاهش. کند کمک نیاز مورد دوز کاهش به تواندمی خود نوبهبه

 نیز زاییایمنی احتمال کاهش در هزینه، کاهش بر علاوه نیاز مورد
 هایی دال بر این کهکه گزارش است حالی در این. است موثر
 خود از خون در بهتری پایداری توانندمی دوستنمک هایآنزیم
 واکنش امکان نیاز مورد دوز کاهش با نتیجه در و بدهند نشان
 در . تا به امروز تنها یک گزارش[20]کنند، وجود دارد کمتر را ایمنی
 کپذیر نمدوست و تحملنمک باکتری توسط يوریکاز تولید مورد

، بنابراین هدف از این پروژه بررسی توانمندی این [21]ارایه شده است
ار گرفت. ها برای تولید این آنزیم ارزشمند قر گروه از باکتری

 تر ازپذیر نمک که پیشدوست و تحملنمک سویه ۸۵ منظوربدین
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 آنزیم این تولید برای دریاچه ارومیه جداسازی و خالص شده بودند
 سویه از لحاظ میزان تولید يوریکاز، بهترین. مورد مطالعه قرار گرفتند

 همچنین. شد شناسایی rRNA 16S ژن یابیتوالی با و انتخاب
  .شد سازیبهینه سویه منتخب توسط آنزیم تولید

  

  هاروش و مواد
  پذیر نمکدوست و تحملهای نمکسویه
 هک پذیر نمکو تحمل دوستنمک باکتری سویه ۸۵ تحقیق این در

 نمک %۳ غلظت توانستندمی و بودند شده خالص و جداسازی قبلاً 
 یوریکاز، از نظر توانایی تولید آنزیم [22]کنند تحمل نسبی طوربه را

  گرفتند. قرار بررسی مورد
  يوریکاز آنزیم تولید برای هاسویه بررسی
 سسپ و جامد کشت محیط در ابتدا يوریکاز آنزیم تولید سنجش
هایی که پس از رشد روی پلیت جامد، (سویه منتخب هایسویه برای

 دیع مجدکشت ما یطدر مح هاله شفاف در اطرافشان ایجاد شده بود)
 .صورت دقیق محاسبه شودبه یمیآنز یتتا فعال یرفتپذ صورت
 آنزیم تولید سنجش یبرا ییریافتهتغ M‐9 کشت جامد محیط
  :لیتر)یک یازابه یر(مقادشد استفاده  یرز یبترک با يوریکاز

گرم، ۶آبه: ۲فسفات هیدروژنگرم، سدیم۱۰گلوکز: 
گرم، ۳۰کلرید: گرم، سدیم۳هیدروژن فسفات: دیپتاسیم
گرم، ۱۵/۰آبه: ۲کلرید گرم، کلسیم۵/۰آبه: ۷سولفات منیزیم
  گرم.۱۴گرم و آگار: ۵اسید: اوریک
 ببس اسیداوریک مصرف با يوریکاز آنزیم تولیدکننده هایباکتری
 از سپ. شوندمی باکتریایی کلنی اطراف کشت محیط شدنشفاف
 محیط در C۳۷°دمای  در ساعت۷۲ تا ۴۸ مدتبه هاباکتری رشد
 بتمث هایسویه برای باکتری کلنی اطراف شفاف هاله قطر شت،ک

 یمیآنز یتفعال دقیق سنجش یبرا یعما یطمح .شد گیریاندازه
  شد. یهتنها بدون افزودن آگار تهو  کشت فوق یطمشابه مح
  يوریکاز آنزیم فعالیت سنجش

، از محلول رویی پس از هایباکتر  یمیآنز تیفعال سنجش یبرا
) استفاده C۳۷°ساعت کشت در دمای ۷۲سانتریفوژ محیط کشت (

 ،مایع رویی پس از سانتریفوژ از تریلیلیم٢/٠ شد. به مقدار
 ،)۵/۸برابر با  pH(میزان بورات میمولار سد١/٠بافر  تریلیلیم١٥/٠
-۴محلول  تریلیلیم١٥/٠، %٥/١ فنول محلول تریلیلیم١٥/٠
 تریلیلیم١٥/٠، مولارمیلی۶۰با غلظت  (AAP‐4) نیریپینوآنتیآم

 و لیترواحد بر میلی٢٠ تیبا فعال (HRP) دازیپراکس آنزیم
 بافرشده در حلمولار میلی۱۲/۰با غلظت  کیاوردیاس تریلیلیم۲/۲
 یینها حجم با )۵/۸برابر با  pH(میزان  بوراتمیسد مولار١/٠
. شد انکوبه دقیقه۲۰ مدتبه C۳۷°دمای  درمخلوط و  تریلیلیم٣

شد.  یر یگاندازهنانومتر ٥٠٥٠ طول موج تغییرات جذب در سپس
 میکرومولید یکصورت تولهب (U)يوریکازی  تیواحد فعال

  .[23]شودمی تعریف C۳۷° دمایدر  یقهدر دق 2O2(H(اکسیژنه آب
  هاآنزیم یدتول یطشرا سازیبهینه
 مـنزیآ یرگذار بر بیانـابتدا عوامل تاثسازی تولید آنزیم، ینهـبرای به

دما،  یاثر فاکتورهاتوسط باکتری تعیین شدند. برای این منظور 
pH، غلظت  و )کلریدسدیم)، غلظت نمک (ی(هواده زدنبرهم سرعت
 رارق یبررس موردبر میزان تولید آنزیم در محیط مایع  دیاسکیاور

 ،%۳ برابر نمک غلظت ،۷برابر  pH صورتاولیه به طیشرا .گرفت
  .بودگرم بر لیتر ۵ برابر دیاسکیاور غلظت ،C۳۷° برابر رشد یدما

عنوان به دیاسکیغلظت اور و ، غلظت نمکpHدما،  یفاکتورها
انتخاب  سطح پاسخ روش به یساز نهیبه یبرا فاکتورهای موثر

	Design افزارنرم از پاسخ سطح روش به یساز نهیبه یبرا. شدند
Expert	9.0 هر  یبرا نییروش حد بالا و پا نیاستفاده شد. در ا

 از مجموعه کی افزارنرم سپس و شودیم نییتع رهایاز متغ کی
 نییپا و بالا حد. کندیم هیارا نهیبه طیشرا یبرا را هاشیآزما
  .است شده ذکر ۱ جدول در رهایمتغ

  
 میآنز دیتول یساز نهیدر به رهایاز متغ کیهر  یبرا نییبالا و پا حد )۱جدول 

  RSMيوریکاز به روش 
  بالا حد  نییپا حد  ریمتغ
  ٤٢  ٢٨  (C°) دما

pH  ٨  ٤  
  ١٢٠  ٣٠  (گرم بر لیتر) نمک غلظت
  ١٠  ٠  (گرم بر لیتر)  دیاسکیاور غلظت

  
  یلوژنیف یزو آنال rRNA	16Sترادف ژن  تعیین
کلروفوم استخراج  -منتخب با استفاده از روش فنل یباکتر  ژنوم
 (PCR)یمراز پل یایرهشده در واکنش زنجاستخراج ژنوم .[24]شد

‐’5 توالی با 27F عمومی پرایمرهای. شداستفاده 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG‐3’ 1492 وR 5 توالی با’‐

TACGGYTACCTTGTTACGACTT‐3’ 16 ژن تکثیر برایS	

rRNA واکنش. به کار رفتند PCR اولیه  ذوب دمای با°C۹۵ مدت به
 یقه،دقیکمدت به C۹۵°ذوب  دمایبا  یکلس ۳۵و سپس  یقهدق۱۰
 هاسنتز رشته یو سپس دما یقهدقیکمدت به C۵۳° اتصال یدما
°C۷۲ یی نها یاضاف یدما یتو در نها یقهدق۵/۱مدت به°C۷۲ 
 تعیین برای PCR محصولات سپسگرفت.  صورت یقهدق۱۰مدت به

  .شدند فرستاده جنوبی کره ماکروژن کشور شرکت به توالی

  
  بحث و نتایج
  يوریکاز آنزیم فعالیت و تولید بررسی

 سویه ۴ اسید،اوریک حاوی جامد کشت محیط روی هاسویه کشت با
 هدهندنشان که شد تشکیل اطرافشان شفاف هاله) هاسویه ۷/۴%(

آنزیمی در  فعالیت سنجش. )۲است (جدول  يوریکاز آنزیم تولید
 غلظت ،۷برابر  pH( یکسان شرایط در سویه ۴ این برای محیط مایع

گرم ۵برابر  اسیداوریک غلظت ،C۳۷°برابر  رشد دمای ،%۳ برابر نمک
 همراه بهینه رشد نمکی، صفتبه نتایج که صورت پذیرفت بر لیتر)
 قابل مشاهده ۲جدول  پذیری گرم و شکل ظاهری باکتری دررنگ
  .است
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  يوریکاز آنزیم پذیر نمک تولیدکنندهدوست و تحملهای نمکسویه )۲ جدول
  (درصد وزنی/حجمی) بهینه نمک برای رشد  ظاهر میکروسکوپی	پذیری گرمصفت رنگ تر)لی(واحد بر میلیفعالیت متر)(میلی قطر هاله	نام سویه

MB10	٣  باسیل  منفی  ٢٧  ٢١  

BG24	٣  باسیل  منفی  ١٧  ١٢  

N7	١٢  اسپوردار مرکزی باسیل،  مثبت  ٣  ٢  

G7	٣  کوکوباسیل  مثبت  ١  ١  

  
با بیشترین میزان تولید یوریکاز برای  MB10براساس نتایج، سویه 

  مطالعات بیشتر انتخاب شد.
  يوریکاز آنزیم تولیدکننده سویه بهترین شناسایی
 ،MB10 سویه شد مشخص rRNA	16S ژن توالی تعیین براساس
	ATCCهالوموناس سولفیداریس سویه  با ۴۷/۹۹% BAA‐803 

(Halomonas	sulfidaeris	ATCC	BAA‐803) و دارد شباهت 
  است. شده ثبت AF212204 کد با بانک ژنی در
  يوریکاز میآنز دیتول طیشرا یساز نهیبه

ویه توسط س میآنز دیتول هیاول زانیم تر اشاره شد،طور که پیشهمان
 یدما ،%۳ برابر نمک غلظت ،۷برابر  هیاول pH طیدر شرا منتخب
 سرعت وگرم بر لیتر ۵ برابر دیاسکیاور غلظت C۳۷° برابر رشد
  .بود لیترواحد بر میلی٢٧ ، برابرrpm١٥٠ یهواده

 رعتس با بررسی اثر فاکتورهای مختلف بر میزان تولید آنزیم، فاکتور
 و ذفح آنزیم تولید میزان بر اندک بسیار تاثیر به توجه با هوادهی

 روش در. شدند انتخاب سازیبهینه برای دیگر چهار فاکتور
	Design افزارنرم از ،RSM سازیبهینه Expert	 روش  و 9.0

 از پس .شد استفاده محور)یک (صورتبا آلفا برابر  کامپوزیت مرکزی
 ۳۰ افزارنرم رها،یمتغ از کی هر یبرا نییپا و بالا طیشرا قراردادن
 ره طیشرا .کرد هیارا یساز هنیبه یبرا مختلف طیشرا با شیآزما
 لی حاصل از سه تکرار مستقمیآنز تیفعال جینتا میانگین و شیآزما
  .است شده ذکر ۳ جدول در
 بین یآنزیم فعالیت شرایط بهترین آمده،دستبه نتایج به توجه با

برابر  که آمد به دست ۲۵ شماره آزمایش در پیشنهادشده هایحالت
، دمای برابر pH=۸افزار شرایط به علاوه نرم .بود لیترواحد بر میلی۳۰
°C۵/۳۴ گرم بر لیتر را ۵/۷اسید و غلظت اوریک %۳، غلظت نمک

لیتر پیشنهاد داد که با تکرار واحد بر میلی۳۳برای داشتن فعالیت 
واحد بر ۵/۳۲آزمایش در شرایط بهینه پیشنهادی فعالیت آنزیمی 

  ر حاصل شد.لیتمیلی
 دو درجه ایچندجمله معادله یک صورتبه حاصل نتایج سپس
 ۴ براساس) آنزیمی فعالیت( آنزیم تولید معادله این در. شد برازش
اسید اوریک غلظت و (C) نمک درصد ،pH (B) ،(A)دما  فاکتور
(D) است شده بیان:  

  
میآنز دیتول =+25.57‐0.33A+0.78B‐

2.28C+9.89D+0.062AB+0.063AC‐
0.31AD+0.063BC+0.69BD‐2.06CD‐
4.64A2+0.36B2+0.86C2‐12.64D2	
	

 انز یم م،یآنز دیتول یبرا شدهیهارا مدل دقت و صحت یهایبررس در
F	value برخوردار ییبالا دقت از مدل دهدیم نشان که بود ۱۴۹ برابر 

. ردیگ قرار خطا ریتاث تحت مدل نیا دارد احتمال %۰۱/۰ تنها و بوده
 هاواقعیت بر مدل بالای انطباق دهندهنشان ۹۹/۰ برابر 2R نیهمچن
ود؛ ب خواهد بیشتر انطباق باشد، ترنزدیک یک به 2R هر چه( است

  ).۴جدول 

  
  RSM سازیبهینه روش در يوریکازی آنزیمی فعالیت )۳ جدول

   (C°) دما  pH آزمایش
 نمک غلظت

(%)  

 غلظت
  اسیداوریک

  (گرم بر لیتر)

  فعالیت
(واحد بر 

  لیتر)میلی

٨  ١	٤٢	١٢	١٠	١٦	
٤  ٢	٢٨	٣	٠	٠	
٤  ٣	٤٢	٣	١٠	٢١	
٦  ٤	٣٥	٥/٧	٥	٢٦	
٤  ٥	٢٨	١٢	١٠	١٤	
٦  ٦	٣٥	٥/٧	٠	٠	
٨  ٧	٤٢	٣	٠	٠	
٦  ٨	٣٥	٥/٧	٥	٢٦	
٨  ٩	٢٨	٣	٠	٠	
٦  ١٠	٣٥	٥/٧	٥	٢٦	
٤  ١١	٣٥	٥/٧	٥	٢٤	
٨  ١٢	٢٨	١٢	٠	٠	
٨  ١٣	٢٨	٣	١٠	٢٥	
٦  ١٤	٣٥	٥/٧	١٠	٢٥	
٦  ١٥	٣٥	٥/٧	٥	٢٦	
٨  ١٦	٤٢	٣	١٠	٢٤	
٨  ١٧	٤٢	١٢	٠	٠	
٨  ١٨	٢٨	١٢	١٠	١٧	
٦  ١٩	٣٥	٥/٧	٥	٢٦	
٤  ٢٠	٢٨	٣	١٠	٢٣	
٦  ٢١	٣٥	٥/٧	٥	٢٦	
٤  ٢٢	٢٨	١٢	٠	٠	
٤  ٢٣	٤٢	١٢	٠	٠	
٨  ٢٤	٣٥	٥/٧	٥	٢٧	
٦  ٢٥	٣٥	٣	٥	٣٠	
٤  ٢٦	٤٢	١٢	١٠	١٣	
٦  ٢٧	٢٨	٥/٧	٥	٢١	
٤  ٢٨	٤٢	٣	٠	٠	
٦  ٢٩	٤٢	٥/٧	٥	٢٠	
٦  ٣٠	٣٥	١٢	٥	٢٢	
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  يوریکاز تولید برای quadratic مدل به مربوط تحلیل واریانس جدول )۴جدول 

Source	Sum	of	
squares	df	Mean	squareF	valuep‐value

Prob>F
Model	۳۶۵۰	۱۴	۲۶۱	۱۴۹	٠٠٠١/٠<  

A‐Temp	۲	۱	۲	۱	۰	
B‐pH	۱۱	۱	۱۱	۶	۰	
C‐NaCl	۹۳	۱	۹۳	۵۳	٠٠٠١/٠<
D‐Uric	
Acid	۱۷۶۰	۱	۱۷۶۰	۱۰۰۸	٠٠٠١/٠<

AB	۰	۱	۰	۰	۱	
AC	۰	۱	۰	۰	۱	
AD	۲	۱	۲	۱	۰	
BC	۰	۱	۰	۰	۱	
BD	۸	۱	۸	۴	۰	
CD	۶۸	۱	۶۸	۳۹	٠٠٠١/٠<
2A	۵۶	۱	۵۶	۳۲	٠٠٠١/٠< 	
2B	۰	۱	۰	۰	۱	
2C	۲	۱	۲	۱	۰	
2D	۴۱۴	۱	۴۱۴	۲۳۷	٠٠٠١/٠<

Residual	۲۶	۱۵	۲			
Lack	of	Fit۲۶	۱۰	۳			
Pure	Error۰	۵	۰			
Cor	Total۳۶۷۶	۲۹				

  

 عامل دو همزمان تغییر اثر در آنزیم تولید شدهارایه مدل براساس
  :)۱آمد (شکل  به دست زیر صورتبه نتایج که شد، بررسی نیز
 یجهنت این به ،واریانسآزمون تحلیل  جدول نتایج درنظرگرفتن با
 یفاکتورها 2D و B، C، D، CD، 2A فاکتورهای تنها که رسیممی
 ندرنظرگرفت با حال. هستند میآنز دیتول زانیم در رگذاریتاث و مهم

  :دیرس میخواه ریز جهینت به یینها معادله در تیاهم با یفاکتورها
‐0.78B‐2.28C+9.89D‐2.06CD+25.69+=فعالیت آنزیمی

4.13	A2‐12.13D2	
 و ۳۴۴ برابر بیترتبه R2 و value	F زانیم راتییتغ نیا اعمال با
 همزمان کنشبرهم تنها. است داریمعن اریبس که شد خواهد ۹۹/۰
 غلظت -نمک غلظت همزمان کنشبرهم تیاهم با و رگذاریتاث
. با استفاده از این روش میزان تولید آنزیم از است دیاسکیاور
 .لیتر افزایش یافتواحد بر میلی۵/۳۲لیتر به حدود میلیواحد بر ۲۷

 وسطت یوریکاز آنزیم تولید گزارشات دیگری نیز در راستای افزایش
  .اندارایه شده وحشی هایسویه
 و کربن منبع سازیبهینه با مختلف مقالات در يوریکاز تولید

 هاینمک و 27]، pH	pH [26, و دما و نیتروژن و کربن ،[25]نیتروژن
 و کربن و مختلف منابع و نمک و دما و pH ،[28]سولفات
   .است شده سازیبهینه [30]کشت محیط اجزای و [29]نیتروژن

  

  ب)                        الف)

  د)                        ج) 

   و)                       ه)  
 غلظت و pHنمک، ه)  غلظت و pHاسید، د) اوریک غلظت و ، ب) دما و غلظت نمک، ج) دماpH و يوریکاز: الف) دما آنزیم تولید بر همزمان دو فاکتور اثر بررسی )۱ شکل
  اسیداوریک و اسید، و) نمکاوریک
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   ۱۳۹۸ ابستانت، ۳، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                            مدرسفناوری دانشگاه تربیت زیست

 بالاترین از پروژه این در آمدهدستبه بیان مقدار است ذکر شایان
. است وحشی سویه یک توسط يوریکاز تولید برای شدهگزارش مقادیر
 هایسازی برای سویهبهینه از پس شدهگزارش مقادیر مثال طوربه

	Psudomonas)آئروژینوزا  سودوموناس aeruginosa) گونه ،
	Xanthomonas)زانتوموناس فوسکانس مایکوباکتریوم، 

)fuscans  لیتر واحد بر میلی۷/۰لیتر تا واحد بر میلی۳/۰و حدود
باسیلوس . هر چند این عدد در یک گزارش در مورد [32	,31	,25]است

	DL3 (Bacillusسویه  سرئوس cereus	 strain	 DL3)  با
هم  [18]لیترواحد بر میلی۴۳/۱۵گرفته تا های صورتسازیبهینه

ن شده در ایر تولید گزارشاما با این وجود مقداافزایش داشته است 
  مقاله از بالاترین اعداد گزارش شده است.

توان به محدودیت در تعداد های مطالعه حاضر میاز محدودیت
دوست در دسترس که برای تولید آنزیم یوریکاز مورد های نمکسویه

مطالعه قرار گرفتند و همچنین عدم خلوص آنزیم اشاره کرد. بنابراین 
عداد های شور، تبا توجه به پتانسیل بالای محیط شودپیشنهاد می

دوست بیشتری به این منظور مورد بررسی قرار گیرند. های نمکسویه
ک های قابل کشت یاز طرفی دیگر با توجه به این که تعداد باکتری

های غیرقابل کشت آن بسیار اندک است، در مقابل باکتریمحیط 
منظور بررسی مطالعه متاژنوم بههای مبتنی بر کارگیری روشبه

آخر  شود. درها پیشنهاد میپتانسیل جمعیت غیرقابل کشت محیط
منظور افزایش مقیاس تولید و تخلیص ها بهتولید نوترکیب آنزیم

  شود.تر پیشنهاد میمنظور مطالعات دقیقآنها به
  

  گیرینتیجه
و بومی ایران که  جدید دوستنمک سویه یک پژوهش این در
یی بالا تر از دریاچه ارومیه جداسازی و خالص شده بود، قابلیتیشپ

طور که ذکر شد میزان همان .از خود نشان داد يوریکاز آنزیم در تولید
تولید یوریکاز توسط این سویه از سایر گزارشاتی که در مورد تولید 

 این بودندوستنمک های وحشی وجود دارد، بالاتر است.در سویه
 آنزیم چون کند کمک آن دارویی خصوصیت به تواندمی آنزیم
 این. کند تحمل را خون نمکی شرایط تواندمی بهتر دوستنمک
 عالیتف یک به رسیدن برای آنزیم از کمتری دوز شودمی سبب مساله

 هزینه، کاهش بر علاوه کمتر دوز این. باشد نیاز مورد مشخص
 مطالعات تاکنون .33]‐[35کندمی کمتر نیز را ایمنی واکنش شانس
 محیط و صنعت در دوستنمک هایآنزیم کاربرد مورد در بسیاری
 .36]‐[38اندشده مرور متعددی مقالات در و است شده انجام زیست
 قرار مطالعه مورد ندرتبه هاآنزیم این دارویی کاربردهای اما

  .[24	,20]اندگرفته
 هاسویه این در آنزیم تولید اگرچه کرد اشاره نکته این به باید انتها در
 ازمندنی آنزیم صنعتی تولید مرحله به رسیدن ولی بود توجه قابل

 شامل تولید تحقیقات این. است طولانی راهی و فراوان تحقیقات
 آنزیم یپایدار  صورت نوترکیب و تخلیص آن، بررسیاین پروتئین به

 سرم حضور در آنزیم فعالیت "،درون شیشه" شرایط در خون در
 موجود در زایی آنبررسی فعالیت و ایمنی ، و همچنین[20]انسانی
  .است زنده

 مساعدت و همکاری از مقاله نویسندگانتشکر و قدردانی: 
 آزمایشگاه و مولکولی فناوریزیست آزمایشگاه پژوهشگران
 هک عزیزانی همه و تهران دانشگاه علوم پردیس هایاکستریموفیل

 .نمایندمی سپاسگزاری اند،نموده یاری پژوهش این در
گونه تست انسانی یا حیوانی در این مطالعه هیچاخلاقی: تاییدیه
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