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  مقدمه 
ها کاتالیزورهای زیـستی مـستعدی هـستند کـه تمـامی             آنزیم
های زنده توسط آنها انجام شـده        های شیمیایی ارگانیسم   واکنش

و در فرآیندهای نظیـر رشـد و ابقـاء سـلول و ترانـسفورماسیون               
تمامی اجزای زنده شامل حیوانـات،      . ها نقش دارند   ماکرومولکول

ها به عنوان منـابع تولیدکننـده آنـزیم          گیاهان و میکروارگانیسم  
های صـنعتی،    ولیکن در زمینه آنزیم   ). 2  و 1(شوند   محسوب می 

  تـرین منبـع تولیدکننـده       آل تـرین و ایـده     ها مهم  میکروارگانیسم

  
  

آینـد   اربردهای گسترده به شمار میهای مختلف با دامنه ک   آنزیم
هـا    آنـزیم %90که بر اساس آمارهای موجـود بـیش ار          چنان آن

تـرین   ها به عنوان یکی از مهـم       آنزیم. شوند توسط آنها تولید می   
شوند که با استفاده از  های ثانویه میکروبی محسوب می     متابولیت
آمیـز در مقیـاس صـنعتی       های تخمیر به طـور موفقیـت       سیستم

توان بـه    ها می  های میکروارگانیسم  از مزایای آنزیم  . اند ید شده تول
امکان کنترل فیزیولوژیکی و فیزیکو شیمیایی، تنـوع آنزیمـی و           

  چکیده
-5-پیرولین-∆ واز دو دومن پرولین دهیدروژناز  PutA (Proline utilization A)فلاو آنزیم دو عملکردی : زمینه و هدف

هـدف از ایـن     . کند کربوکسیلات دهیدروژناز تشکیل یافته و نقش مهمی در مسیر متابولیسم پرولین به گلوتامات ایفاء می              
  . با خصوصیات کینتیکی مناسب بودPutA فلاوآنزیم های تولیدکننده  تحقیق، جداسازی و شناسایی باکتری

 مناطق مختلف دربند، درکه، دماوند و فرحزاد در شهر تهران          د نیاز از   مور های خاک  برای این منظور نمونه    :روش بررسی 
 فلاوآنزیم دو عملکردی بـا اسـتفاده از دو روش           کنندههای تولید  جداسازی و غربالگری میکروارگانیسم    .آوری شدند  جمع

 شـد و بـا      سنجی آنزیمی با واکنش رنگی فورمـازان انجـام         تکنیک کشت غنی در محیط کشت اختصاصی پرولین و رنگ         
شناسایی سویه جداسازی شده با کمک خصوصیات فنوتیپی و بیوشـیمیایی انجـام گرفـت و    . یید گردیدأسنجش آنزیمی ت 

  .فعالیت ویژه فلاوآنزیم محاسبه شد
ــه ــا یافت ــوع  :ه ــده   400از مجم ــویه تولیدکنن ــک س ــا ی ــده، تنه ــازی ش ــاکتری جداس ــوان PutA ب ــه عن ــه ب ــود ک    ب

Pseudomonas fluorescens کربوکسیلات بـه  -5-پیرولین-∆پرولین و فعالیت ویژه فلاوآنزیم نسبت به . خیص داده شدتش
  .  محاسبه گردیدU/mg 7/10 و U/mg 4/22ترتیب 
هـای   کربوکسیلات در مقایسه با مقادیر فلاوآنـزیم      -5-پیرولین-∆نسبت به پرولین و     فعالیت ویژه این آنزیم      :گیری نتیجه

  .باشد  قبول میجدا شده از منابع دیگر، قابل
 .، غربالگریPutA فلاوآنزیمپسودوموناس فلورسنس،، آنزیم، پرولین:های کلیدیواژه

   دانشگاه آزاد اسلامیوری میکروبیافن  زیستمجله علمی 
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 مجله علمی زیست فناوری میکروبی

24  ...رسنسجداسازی، غربالگری و شناسایی پسودوموناس فلو 

در این راسـتا، جداسـازی و       ). 3(مقادیر بالای تولید اشاره نمود      
ثر و بهینــه از ؤهــای جدیــد بــا خــصوصیات مــ غربــالگری آنــزیم
ه عنـوان اولـین مرحلـه در        های ساکن طبیعت ب    میکروارگانیسم

). 4(شود   مسیر تحقیق و توسعه محصولات آنزیمی محسوب می       
ای بـر    ها که مطالعـات غربـالگری گـسترده        گروه مهمی از آنزیم   

  ). 6 و 5(باشـند   هـا مـی   روی آنها انجـام شـده اسـت، فلاوآنـزیم      
توسط  Proline utilization A (PutA) فلاو آنزیم دو عملکردی 

  ه و از دو دومـــن پـــرولین دهیـــدروژناز و  کـــد شـــدputAژن 
کربوکسیلات دهیـدروژناز تـشکیل یافتـه اسـت         -5-پیرولین-∆
این آنزیم که نقش مهمی در مسیر متابولیـسم پـرولین بـه     . )7(

، گیـاهی   )7(کند از منابع مختلف باکتریـایی         گلوتامات ایفاء می  
  . گزارش شده است) 9(و حیوانی ) 8(

پـرولین دهیـدروژناز در      یرمتابولیکی،در اولین مرحله از این مس     
 پـرولین  Flavin adenine dinucleotide (FAD)حضور کوآنزیم 

کربوکــسیلات تبــدیل -5-پیــرولین-∆را بــه ترکیــب حدواســط 
بـه  هـای خـود را        تولیـد شـده نیـز الکتـرون        FADH2. نماید  می

در دومـین   . کنـد   های زنجیره انتقال الکترون منتقل می       پذیرنده
کربوکسیلات در یک واکنش غیرآنزیمـی      -5-رولینپی-∆مرحله،  

سمی آلدئیـد هیـدرولیز شـده و سـپس توسـط        -γ-به گلوتامات 
کربوکــسیلات دهیــدروژناز و بــا حــضور -5-پیــرولین-∆آنــزیم 

ــوآنزیم  ــی  +NADک ــدیل م ــات تب ــه گلوتام ــود  ب ــام .ش  در تم
ــا و برخـــی از بـــاکتری یوکـــاریوت  thermusهـــا نظیـــر  هـ

thermophilus   ن فلاوآنزیم توسـط دو ژن جداگانـه        ، دو دومن ای
نقص ژنتیکی در مسیر متابولیکی پرولین به       . )10(شوند   کد می 

شـود   گلوتامات باعث بروز بیماری هایپرپرولینمیا در انـسان مـی         
چند که شواهدی در خصوص ارتباط بین نقـص مـسیر            هر. )9(

متابولیسم پرولین و بروز بیماری اسکیزوفرنی و همچنین نقـش          
رولین دهیدروژناز در مهـار سـرطان کـشف شـده اسـت             آنزیم پ 

)11( .  
ــاکتری  ــق، جداســازی و شناســایی ب ــن تحقی هــای  هــدف از ای

ــده  ــردی  تولیدکنن ــزیم دو عملک ــصوصیات  PutAفلاوآن ــا خ  ب
هـای مختلفـی از    برای این منظـور نمونـه    . کینتیکی مناسب بود  

ای بـر    آوری شده و مطالعات غربالگری گسترده      شهر تهران جمع  
هــای  بــدیهی اســت کــه ایــن آنــزیم. ی آنهــا صــورت گرفــترو

هـای مناسـبی بـرای انجـام مطالعـات           توانند مدل  باکتریایی می 
 ایـن   .نها در انـسان باشـند     های همتای آ   ساختاری و درک آنزیم   

ــازی   ــزارش از جداسـ ــین گـ ــه، اولـ  Pseudomonas مطالعـ

fluorescens  فلاوآنـــزیم دو عملکـــردی  تولیدکننـــدهPutA 
  .باشد می

  وش بررسیر
منـاطق    مـورد نیـاز از     هـای خـاک    نمونـه  :گردآوری نمونه ها  

آوری  جمع مختلف دربند، درکه، دماوند و فرحزاد در شهر تهران        
   .شدند

جداسازی و غربالگری باکتریهـای تولیـد کننـده فلاوآنـزیم        
PutA :      هـای تولیدکننـده     به منظـور جداسـازی میکروارگانیـسم

ــردی از دو رو  ــزیم دو عملک ــی و  فلاوآن ــشت غن ــک ک ش تکنی
  . سنجی آنزیمی استفاده شد رنگ

هــای  غربــالگری اولیــه بــاکتری :تکنیــک کــشت غنــی)الــف
 از هـر  .  با روش تکنیک کشت غنی انجام شد       PutAتولیدکننده  

لیتر از محیط انتخـابی       میلی 5نمونه خاک به مقدار یک گرم به        
 گــرم در لیتــر دی هیــدروژن 2پــرولین، -L (w/v) %5 شــامل
 گـرم در لیتـر   5/0 گرم در لیتر کلرید سدیم،   1م فسفات،   پتاسی

 گرم در لیتـر  5 گرم در لیتر عصاره مخمر،       5/0،  سولفات منیزیم 
   ساعت در دمای72 اضافه شده و به مدت pH=5/7پلی پپتون، 

oC37 و دور  rpm140   در داخل انکوباتور شـیکردار رشـد داده 
 تهیـه   10-4زان  سریال رقتی به می    از هر لوله محیط کشت،    . شد

 ماکرولیتر از آن به محیط همتای جامد آگار برده و           50گردید و   
 سـاعت در داخـل      24ها به مـدت      سپس محیط . کشت داده شد  

اسـاس   های رشد کرده بر    تک کلنی .  قرار گرفتند  oC37انکوباتور  
خصوصیات مورفولوژیکی متمایز شدند و سپس هر کلنـی را بـه            

ده و بـه منظـور اطمینـان از         یک محیط آگـار جدیـد انتقـال دا        
  ).12(خالص بودن آنها تا سه مرتبه کشت داده شدند 

در ایـن    :رنگ سنجی آنزیمی با واکنش رنگـی فورمـازان        )ب
، )Replica plate(هــای هماننــد  روش بــه منظــور تهیــه پلیــت

 کلنـی   400های جدا شده از خاک که در حدود          میکروارگانیسم
در هر پلیت نزدیک ( آگار های محیط کشت جامد    بودند به پلیت  

 ساعت در انکوباتور    24انتقال داده شده و به مدت       )  کلونی 100
oC37ــرار گرفتنــد ــر روی کلنــی.  ق هــای رشــد کــرده، کاغــذ   ب

که مقداری از هـر یـک از         طوریه  نیتروسلولزی قرار داده شد، ب    
 دقیقـه در    30سـپس بـه مـدت       . ها بـه کاغـذ چـسبیدند       کلنی

، EDTAمـولار     میلـی  10لیـزوزیم و    گـرم     میلـی  10محلولی از   
)0/6=pH (   در انکوباتورoC37        قرار گرفتند و بعد از بیرون آوردن 

 دقیقـه در    5 و   -oC 20ر   دقیقه در فریـز    15از انکوباتور، به مدت     
در ادامه بـرای جلـوگیری از تـشکیل         . دمای اتاق قرارداده شدند   

ی، در  های زنجیره تنفـس    ترکیب فورمازان ناشی از عملکرد آنزیم     
 گلیـسرول و    %50حـاوی   ) Tris-HCl) 0/8=pH مـولار    1/0بافر  
05/0% Tween-80       دقیقه در  10 مرطوب شده و به مدت  oC 50 
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 1/0در انتها بـر روی کاغـذ نیتـرو سـلولز بـافر              . قرار داده شدند  
ــولار  ــاوی ) Tris-HCl) 5/8=pHم ــسرول و %50ح  %05/0 گلی

Tween-80 ،10ــی ــولار  میل ــرولین، – Lم ــی 4/0 پ ــولار میل    م
FAD (Flavin Adenine dinucleotide) ،54/0ــی ــولا  میل   ر م

(p-iodonitrophenyl tetrazolium) INT مــولار   میلــی33/0 و
PMS (Phenazine methosulfate)هـای کـه     اضافه شد و کلنی

  ).13(رنگ را تشکیل دادند جدا گردیدند  های قرمز لاکی لکه
یم با استفاده از محیط کشت      تولید آنز  :PutAتولید فلاوآنزیم   

هـای غربـالگری انجـام       انتخابی شرح داده شده در قسمت روش      
 50هــای جــدا شــده از غربــالگری در هــر یــک از بــاکتری. شــد

ــی ــرایط   میل ــایع و در ش ــشت م ــیط ک ــر مح ــای لیت   ، oC37 دم
 ســاعت در داخــل انکوبــاتور 72 و مــدت زمــان rpm140 دور 

هـای رشـد کـرده بـا         یرسوب بـاکتر   . داده شدند  شیکردار رشد 
 دقیقه 20 به مدت rpm10000   دور وoC4 سانتریفوژ در دمای

بـافر  لیتـر از    میلـی 10آوری شده و هر رسـوب سـلولی در        جمع
مـولار    میلـی 1/0 دارای ) =0/7pH( مـولار  1/0پتاسیم فسفات 

EDTA، 5ــانول، -2مــولار   میلــی  گلیــسرول و %5 مرکــاپتو ات
05/0% Tween80  س سوسپانـسیون باکتریـایی     سپ. حل گردید

 در دستگاه kHz 9 دقیقه با امواج  20برروی یخ و به مدت زمان       
Ultrasonic Oscillatorبه منظـور شـفاف شـدن،    . ، سونیکه شد

 دقیقـه در  20سوسپانسیون حاصـل از سونیکاسـیون بـه مـدت        
 از محلــول  وگردیــد  ســانتریفوژrpm 10000و دور  oC4دمــای 

نزیمـی و تعیـین مقـدار پـروتئین         رویی جهت سنجش فعالیت آ    
 ).14 (استفاده شد

فلاوآنـزیم  به منظور سنجش فعالیت      :سنجش فعالیت آنزیمی  
PutA       مخلوطی  ه ب ، عصاره سلولی به دست آمده از سونیکاسیون 

 گلیـسرول و  %50حاوی ) Tris-HCl) 5/8=pH مولار   1/0بافر  از  
05/0% Tween 80 ،10مولار  میلیL – ،ولار م ـ  میلی4/0 پرولین

FAD ،54/0مولار   میلیINT مولار   میلی33/0 وPMS در حجم 
 دقیقـه و بـا      10 میکرو مولار اضافه شده و به مـدت          250نهایی  

در . شـود   نوسـانی انکوبـه مـی      روی شـیکر  بر   rpm 100سرعت  
. شاهد، سوبسترای پـرولین بوسـیله آب جـایگزین خواهـد شـد            

در دسـتگاه   نـانومتر    490طول مـوج     تشکیل رنگ فورمازان در   
واحـد فعالیـت آنزیمـی بـه        هـر   اندازه گیری شـده و      الایزا ریدر   

 را در مـدت یـک       INT میکرومـول    1عنوان مقدار آنزیمـی کـه       
ــی   ــاء م ــه احی ــد   دقیق ــف گردی ــد، تعری ــرولین-∆. کن -5-پی

 نـانومتر و توسـط      340کربوکسیلات دهیدروژناز در طول مـوج       
مخلـوط  .  مورد سنجش قرار گرفت    UV-visibleاسپکتروفتومتر  
   میلـی مـولار     10لیتـر شـامل محلـول          میلـی  1واکنش با حجم    

 میلی  NAD+   ،200 میلی مولار  2کربوکسیلات ،   -5-پیرولین-∆
در شـاهد،  . و محلول آنزیم بـود ) Tris-HCl) 5/7=pHمولار بافر  

واحد فعالیت آنزیمـی بـه      . سوبسترا بوسیله آب جایگزین گردید    
 را در هـر  NADHکرومول  می1عنوان مقدار آنزیمی که تشکیل      

 ).7. (نماید، تعریف شد دقیقه کاتالیز می
گیری غلظت پروتئین کل سویه       اندازه :سنجش مقدار پروتئین  

  باکتری تولیدکننده آنـزیم بـا کمـک کیـت سـنجش پـروتئین              
Bio-Rad 15( انجام شد.(  

تـشخیص سـویه     :شناسایی سویه باکتری تولیدکننده آنـزیم     
با کمک خـصوصیات فنـوتیپی نطیـر        باکتری جدا شده از خاک      

آمیــزی گــرم، تــست  مورفولــوژی میکروســکوپی، واکــنش رنــگ
 درجه سـانتی    41 و   37، رشد در دمای     %3هیدروکسید پتاسیم   
  هــــای بیوشــــیمیایی اســــتاندارد نظیــــر  گــــراد و تــــست

Voges-Proskauer (VP) ،Triple Sugar Iron Agar (TSIA) ،
یـدرولیز اوره، اکـسیداز،     سیترات، قرمز متیل، تولیـد اینـدول، ه       

، )مــرغ واکــنش زرده تخــم(کاتــالاز، احیــاء نیتــرات، لــسیتیناز 
ســاکارید  هیــدرولیز ژلاتــین، آرژینــین دهیــدرولاز، تولیــد پلــی

Levan  ،  اورنیتین دکربوکسیلاز، تریپتوفـان     دکربوکسیلازلیزین ،
  ).16(انجام گرفت  و تولید گاز سولفید هیدروژن دآمیناز

 

  ها یافته
حله اول غربالگری که به وسیله تکنیک کـشت غنـی در            در مر 

محیط انتخابی حاوی اسیدآمینه پرولین بـه عنـوان تنهـا منبـع       
 400کــربن، نیتــروژن و القــاء کننــده آنــزیم انجــام شــد،       

 نمونه خـاک مختلـف، جداسـازی        25میکروارگانیسم مختلف از    
هـای تولیدکننـده    سپس به منظور غربالگری بیشتر سویه     . شدند

سنجی آنزیمی با واکنش رنگی       وآنزیم مورد نظر از روش رنگ     فلا
 کلـونی   400 بـاکتری از مجموعـه       4تنها  . استفاده شد  فورمازان

باکتری قادر به تشکیل رنگ قرمز لاکـی بودنـد کـه بـه منظـور             
بـر اسـاس    . تأیید نهایی با روش سنجش آنزیمی انتخاب شـدند        

 بـه   H5Sه   تنهـا سـوی     نتایج به دست آمده از سـنجش آنزیمـی،        
بـر اسـاس    .  شـناخته شـد    PutAعنوان تولیدکننـده فلاوآنـزیم      

ای  این سویه فعالیت ویژه قابل ملاحظه دست آمده، iاطلاعات ب
 کربوکسیلات  -5 - پیرولین -∆ پرولین و همچنین     -Lنسبت به   

ــرولین و    ــه پ ــسبت ب ــژه آن ن ــت وی ــشان داد و فعالی ــود ن   از خ
ــرولین-∆ ــب  -5-پیـ ــه ترتیـ ــسیلات بـ    و U/mg 4/22کربوکـ

U/mg 7/10  بر اساس مطالعات تاکـسونومیکی     .  محاسبه گردید
انجام شده بر روی سـویه تولیدکننـده آنـزیم کـه نتـایج آن در                

ــاکتری.  خلاصــه شــده اســت 1جــدول  ــن ب ــوان  ای ــه عن ــا ب    ه
P. fluorescens شناسایی شد.   
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 مجله علمی زیست فناوری میکروبی

26  ...رسنسجداسازی، غربالگری و شناسایی پسودوموناس فلو 
  

  کشت غنیهای خاک با کمک تکنیک  های جدا شده از نمونه  میکروارگانیسم-1جدول 

های جدا شده  تعداد باکتری  مشخصات ظاهری  آوری مکان و زمان جمع  نمونه خاک
  بر روی محیط انتخابی

S1  ،10  ای مرطوب، ماسه  12/8/86تهران، منظقه فرحزاد  
S2   ،15  ای، مرطوب، چسبنده قهوه  12/8/86تهران، منظقه فرحزاد  
S3   ،20  ای سهای، نرم، ما قهوه  12/8/86تهران، منظقه فرحزاد  
S4   ،24  مرطوب، شنی، نرم  12/8/86تهران، منظقه فرحزاد  
S5   ،20  آلود سیاه گل  12/8/86تهران، منظقه فرحزاد  
S6   ،12  سیاه، مرطوب، سفت  15/8/86تهران، منطقه دربند  
S7   ،14  ای مرطوب، ماسه  15/8/86تهران، منطقه دربند  
S8   ،17   روشنای خشک، قهوه  15/8/86تهران، منطقه دربند  
S9   ،18  مرطوب، سیاه  15/8/86تهران، منطقه دربند  
S10   ،22  ای مرطوب، سیاه، خوشه  15/8/86تهران، منطقه دربند  
S11   ،6  ای روشن، نرم ه خشک، قهو  17/8/86تهران، منطقه درکه  
S12   ،9  ای خشک، نرم، قهوه  17/8/86تهران، منطقه درکه  
S13   ،11  مرطوب، سیاه، نرم  17/8/86تهران، منطقه درکه  
S14   ،19  مرطوب، سیاه  17/8/86تهران، منطقه درکه  
S15   ،20  ای مرطوب، سفت قهوه  17/8/86تهران، منطقه درکه  
S16   ،16  ای، نرم خشک، ماسه  17/8/86تهران، منطقه درکه  
S17   ،24  ای روشن ای، قهوه ماسه  20/8/86تهران، منطقه دماوند  
S18  5  ای روشن، سفت قهوه  20/8/86د، تهران، منطقه دماون  
S19   ،17  ای تاریک خشک، سفت، قهوه  20/8/86تهران، منطقه دماوند  
S20   ،20  مرطوب، مجزا  20/8/86تهران، منطقه دماوند  
S21   ،23  ای مرطوب، ماسه  20/8/86تهران، منطقه دماوند  
S22   ،19  آلود گل  21/8/86تهران، منطقه دماوند  
S23   10  آلود گل  21/8/86دماوند، تهران، منطقه  
S25  ،11  آلود گل  21/8/86تهران، منطقه دماوند  
S26  ،18  ای روشن، نرم خشک، قهوه  21/8/86تهران، منطقه دماوند  

  
  

  بحث
هـای   در این تحقیـق بـا هـدف دسـتیابی و شناسـایی سـویه              

، مطالعات جداسازی و غربـالگری      PutAتولیدکننده فلاو آنزیم    
برای این . های خاکزی صورت گرفت روی باکتری ای بر    گسترده

 نمونه مختلف خاک از منـاطق دربنـد، درکـه،        25منظور، ابتدا   
سـپس بـر    . آوری شـدند   دماوند و فرحزاد در شهر تهران جمـع       

 و همکارانش و همچنین مجری طـرح،        Asanoاساس تجربیات   
محیط کشت اختصاصی که از اسیدآمینه پرولین به عنوان تنها          

کند، طراحی و سـاخته شـد        بن و نیتروژن استفاده می    منبع کر 
آوری شده پس از کشت در داخـل         های جمع  نمونه). 13  و 12(

 بـه داخـل     10-4سـازی بـه میـزان        های مـایع و رقیـق      محیط
هـای   های جامد آگار انتقال داده شـده و از آنهـا کلـونی             محیط

 ـ        . خالص تهیه گردید   وسـیله  ه  در مرحلـه اول غربـالگری کـه ب
ک کشت غنی در محیط انتخابی حاوی اسیدآمینه پرولین       تکنی

به عنوان تنها منبع کربن، نیتروژن و القاءکننـده آنـزیم انجـام             
 نمونه خـاک مختلـف،      25 میکروارگانیسم مختلف از     400شد،  

که، این مرحله تنها بـه       سپس با توجه به این    . جداسازی شدند 
ــد      ــال رش ــده و احتم ــسوب ش ــه مح ــالگری اولی ــوان غرب عن

 های دیگر وجود داشت، از     های ناخواسته واجد فلاوآنزیم    باکتری

 
 

تر رنگ سنجی آنزیمی با واکـنش رنگـی فورمـازان            روش دقیق 
 400سـنجی آنزیمـی، از مجمـوع         با انجـام رنـگ    . استفاده شد 

 کلونی قادر بـه تـشکیل       4کلونی جدا شده در مرحله اول، تنها        
نهـایی بـا روش     ییـد   أرنگ قرمز لاکی بودنـد کـه بـه منظـور ت           

یید نهـایی   أدر ادامه به منظور ت    . سنجش آنزیمی انتخاب شدند   
 کلـونی جـدا     4و اطمینان حاصل نمودن از تولید آنـزیم، ایـن           

های مایع به مقدار حجیم کشت داده شدند کـه     شده در محیط  
پس از تهیه رسوب سلولی و انجام سنجش آنزیمـی در حـضور             

تنهـا یـک سـویه بـه        کربوکـسیلات،   -5-پیـرولین -∆و  پرولین  
ایـن  .  شـناخته شـد    PutAعنوان تولیدکننده قطعی فلاوآنـزیم      

 پـرولین و    -Lای نـسبت بـه        سویه فعالیت ویژه قابـل ملاحظـه      
 کربوکـسیلات از خـود نـشان داد و          -5 - پیرولین -∆همچنین  

-5-پیــرولین-∆فعالیــت ویــژه آن نــسبت بــه پــرولین و     
 محاسـبه   U/mg 7/10 و   U/mg 4/22کربوکسیلات به ترتیـب     

 نامگذاری شده و از نمونـه       H5Sاین سویه که با عنوان      . گردید
آوری شده از منطقه فرخزاد جداسازی شده بود، به          خاک جمع 

منظور شناسایی جنس و گونه تحـت مطالعـات تاکـسونومیکی           
بر اساس مطالعات تاکـسونومیکی انجـام شـده بـر           . قرار گرفت 
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، دوره یکم، شماره اول88تابستان   

27   و همکارانحمید شهبازمحمدی

 خلاصـه   1در جدول   روی سویه تولیدکننده آنزیم که نتایج آن        
شناسـایی   P. fluorescensها به عنـوان   این باکتری .شده است

   کــه خــصوصیات بیوشــیمیایی همچنــین بــا توجــه ایــن. شــد
P. fluorescens و P. putida  بــسیار نزدیــک هــم بــوده و در

از تـست افتراقـی ژلاتـین       . مواردی احتمال اشتباه وجـود دارد     
 .P مثبت بوده و در% P. fluorescens 100 استفاده شد که در

putida 100 %    انجام ایـن تـست در سـه         ).16(منفی می باشد
  . ییـد نمـود  أ بودن سویه مورد نظـر را ت P. fluorescens، هبمرت

کـه گزارشـات متعـددی در خـصوص جداسـازی          با وجود ایـن   
و ) 18( از گیاهــانی نظیــر جلیــک کلــرلا    PutAفلاوآنــزیم 

ــاکتری ــر   ب ــای نظی  Salmonellaو ) Escherichia coli) 19ه
typhimurium )20 (  ــن ــیکن در جداســازی ای وجــود دارد، ول

 . گزارشی ثبت نشده استP. fluorescensفلاوآنزیم از سویه 
  

  گیری  نتیجه
ــازی     ــزارش از جداسـ ــین گـ ــده اولـ ــام شـ ــه انجـ    مطالعـ

P. fluorescens تولیدکننده فلاوآنزیم PutAفعالیـت  . باشد  می
کربوکسیلات -5-پیرولین-∆پرولین و    ویژه این آنزیم نسبت به    

 بود کـه در مقایـسه بـا         U/mg 4/10 و   U/mg 4/22به ترتیب   
های جدا شده از از منـابع دیگـر، قابـل قبـول              مقادیر فلاوآنزیم 

  .باشد می
  

  تشکر و قدردانی
 بـه    بیوشیمی و میکروبیولوژی انـستیتو پاسـتور ایـران         گروهاز  

تجهیـزات   تفاده از  اس ـ  آزمایـشات و   منظور همکـاری در انجـام     
  .شود  تشکر و قدردانی می، این تحقیقدر اجرایمورد نیاز 

  

 

References 
 

1- Palmer T. Enzymes: Biochemistry, Biotechnology and Clinical 
Chemistry. Harwood Publishing Limited, International 
Publishers, Coll House, Weatergate, Chichester, Weat Sussex; 
2003: 354-355. 

2- Acehle W. Enzymes in industry, Production and Applications. 
Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim; 2004: 
244-246.   

3- Buchholz K, Kasche V, Bornscheuer UT. Biocatalysts and 
Enzyme Technolgy. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 
Weinheim; 2005: 186-192.  

4- Desai M.A. Downstream processing of proteins: methods and 
protocols. Humana Press, Totowa; 2000: 23-40. 

5- Sakuraba H, Takamatsu Y, Satomura T, Kawakami R, 
Ohshima T. Purification, characterization, and application of 
a novel dye-linked L-proline Dehydrogenase from a 
hyperthermophilic archaeon, hermococcus profundus. 
Applied and environmental microbiology. 2001, 67: 4: 1470-
1475. 

6- Kawakami R, Sakuraba H, Tsuge H, Goda S, Katunuma N. 
Ohshima T. A second novel dye-linked L-proline 
dehydrogenase complex is present in the hypertherrmophilic 
archaeon pyrococcus horikoshii OT-3. FEBS 2005; 272: 
4044- 4054. 

7- Meile L, Leisinger T. Purification and properties of the 
bifunctional proline dehydrogenase/1- pyrroline-5-
carboxylate dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa. 
Eur. J. Of Biochem. 1982; 129: 67- 75. 

8- Kiyosue T. Yoshiba Y, Yamaguchi-Shinozaki K. Shonozaki 
K. A nuclear gene encoding mitochondrial proline 
dehydrogenase, an enzyme involved in � raline metabolism is 
upregulated by praline but downregluated by dehydration in 
Arbidopsis. American society of plant physiologists. 1996; 8: 
1323-1335. 

9- Gogos JA, Santha M, Takacs Z, Beck KD, LuineV, Lucas1 L 
R, Nadler JV, Karayiorgou M. The gene encoding proline 
dehydrogenase modulates sensorimotor gating in mice. 
Nature genetics. 1999; 21: 434-439. 

 
 

 
 

 
10- White TA, Krishnan N, Becker D F, Tanner J J. Structure 

and kinetics of monofunctional proline dehydrogenase from 
Thermus thermophilus. J. Biol. Chem. 2007; 282: 19: 14316-
14327. 

11- Jaequet H, Raux G, Thibaut F, Hecketsweler B, Houy E, 
Demilly C., et al. PRODH mutations and hyperprolinemia in 
a subset of schizophrenic patients. Hum. Mol. Genet. 2002; 
11: 9: 2243-2249.  

12- Hongpattarakere T, Seksun N Suriya A. Isolation and 
screening of D-amino acid amidase producing bacteria from 
soil samples. Songklanakarin. J. Sci. Technol. 2003; 25: 2: 
255-265. 

13- Shahbaz Mohammadi H, Omidinia E, Lotfi AS, Saghiri R. 
Preliminary report of NAD+- dependent amino acid 
dehydrogenase producing bacteria isolated from soil. Iranian 
Biomed. J. 2007; 11: 2: 131- 135. 

14- Shahbaz Mohammadi H, Omidinia E. Purification of 
recombinant phenylalanine dehydrogenase by partitioning in 
aqueous two-phase systems. J. Chromatogr. B  2007; 854: 
273-278. 

15- Bradford M.M. A rapid and sensitive for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of 
protein-dye binding. Anal. Biochem. 1976; 72: 248-254. 

16- Baron EJ, Finegold SM. Bailey and Scotts’s. Diagnostic 
microbiology. 8th edition, the C.V. Mosby Company, ST. 
Louis. Baltimore. Philadelphia. Toronto. 1990: 363-407. 

17- Asano Y, Tanetani M. Thermostable phenylalanine 
dehydrogenase from a mesophilic Microbacterium sp. Strain 
DM86-1.  Arch. Microbiol. 1998; 169: 220-224. 

18- Mcnamer AD, Stewart CR, Nicotinamide adenine 
dinucleotide-dependent � raline dehydrogenase in chlorella. 
Plant Physiol. 1973; 53: 440-444. 

19- Baban BA, Vinod M P, Tanner JJ, Becker D F. Probing a 
hydrogen bond pair and the FAD redox properties in the 
� raline dehydrogenase domain of Escherichia coli PutA. 
BBA 2004; 1701: 49-59. 

20- Menzel R, Roth J. Enzymatic properties o f the purified PutA 
protein from Salmonella typhimurium. J. Biol. Chem. 1981; 
256: 18: 9762-9766. 

 
  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir

