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  تولید آنزیم کاتالاز توسطآزمایشگاهی محیط کشت غوطه ور  شرایط بهینه سازی
Corynebacterium glutamicum PTCC1532  
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  چکیده
 .Cتولید آنزیم کاتالازتوسط به منظور بالا بردن  آن  بهینه سازی مواد موجود در محیط کشت و شرایطدر این تحقیق 

glutamicum PTCC 1532  آماری  فاکتورهای محیط کشت مان و طراحی یک فاکتور در یک ز تغییر روش با استفاده از
استفاده  بر تولید آنزیم کاتالاز  pHنیتروژنی، دما و  ثیرات منابع کربنی،أفاکتور در یک زمان برای مطالعۀ تروش یک  .انجام شد

 C. glutamicum PTCCثیر ویژه ای بر تولید آنزیم کاتالاز بوسیلۀ أت نتایج نشان داده است که گلوکز و باکتوپپتون این .شد

محیط کشت پس از غلظت بهینۀ ترکیبات  .بود 5/8و  C40اولیه برای تولید آنزیم کاتالاز به ترتیب ْ pHدمای بهینه و  .دارند 1532
تری سدیم  ،)گرم5/0(باکتوپپتون ،)گرم4(گلوکز:لیتر محیط کشت عبارت بود از هر انجام روش تاگوچی بر حسب گرم به ازای

 کلرید منگنز ،)گرم05/0( سدیم سولفات ،)گرم3/0(کربنات سدیم  ،)گرم2/0(کلرید پتاسیم  ،)گرم2/0( سیترات
 33/3 و بهینه شده پس از انجام روش تاگوچی به ترتیب عبارت بود حیط کشت پایهماکزیمم میزان تولید در م ).گرم0000125/0(

نشان داد که میزان تولید آنزیم پس از بهینه سازی  در محیط کشت پایه و بهینه نتایجسه مقای و ه ازای میلی لیتریونیت ب 15/36و 
   .افزایش یافته است  صددر 11نزدیک به  به میزانشرایط نسبت به محیط کشت پایه 

  
  .روش سنجش تاگوچیینه سازی، به ترکیبات محیط کشت، ، C. glutamicum PTCC 1532 کاتالاز،:کلمات کلیدی
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  مقدمه
تقریبــاً در همـــه   EC) 1.11.1.6(آنــزیم کاتــالاز   

وجـود دارد، و  سلولهای هوازی در داخل پراکسیزوم ها 
ثیرات سمی پراکسید هیدروژن از أبرای حفظ سلول از ت

طریق کاتالیز کردن ترکیبات آن به اکسیژن مولکـولی و  
. )7( ار مـی رود آب بدون تولید رادیکالهای آزاد بـه ک ـ 

 ،اتالیز کردن بطور کامل مشـخص نیسـت  این مکانسیم ک
   .)4( اما بطور کلی بصورت زیر است

  

 2H2O2 2H2O + O2  
  

ــر ا  ــزیم از نظ ــن آن ــذایی  قتصــادی درای ــنایع غ  ،ص
 و خمیـر کاغـذ   سازی ، منسوجات و صنایع کاغذلبنیات

حجم بالایی از پراکسید هیدروژن  ).1( ستفاده می شودا
های موجـود در ایـن    فرآیندمحصول فرعی در به عنوان 

بـرای برطـرف   کارخانه ها تولید می شـود و ایـن آنـزیم    
جــود و، اســتفاده مــی شــود کــردن پراکســید هیــدروژن

مــی توانــد در پروســه هــای بعــدی وژن راکســید هیــدرپ
ــد   ــاد نمای ــتلال ایج ــر  .اخ ــود   اگ ــتفاده نش ــزیم اس از آن

برای رفع پراکسید هیـدروژن،کارهایی ماننـد    بایست می
شستشو وسیع وکلی انجام شود که حجـم بـالایی از آب   

بـه همـین دلیـل کاتـالاز یـک راه کـار        آلوده می شـود، 
 .)10( مناسب برای حل این مشکل است

C. glutamicum   برای اولین بار  1957در سال
ایـن  . )12( جداسـازی شـده اسـت    Kinoshitaتوسط 

بـرای  باکتری دارای واکـنش هـای تخمیـری اسـت کـه      
ها  هتر برای نوکلئوتیدو یا به عبارت ب تولید اسید آمینه ها

 C. glutamicum .)9( شـود  استفاده میها  و ویتامین

و بـا رشـد سـریع     زا ربیماریغی ،یک باکتری گرم مثبت
وتکنولـوژی  بیدر  در خاک است که اهمیـت بـالایی را   

های بزرگ برای تولیـد اسـید    د و در مقیاسدارا می باش

کـار  ه لیـزین ب ـ  -Lگلوتامات و-Lبخصوص ی آمینه ها
ــزیم    .مــی رود ــد آن ــه تولی ــا اطلاعــات کمــی در زمین ام
  .)15( وسط این میکروارگانیزم وجود داردکاتالاز ت

کلاسیک بهینه سازی محیط بسیار رایج روش های 
 در زمینـه بهینـه سـازی محـیط     بسیاری از محققان بوده و 

  .اند از آنها بهره جستهورده های مختلف آجهت تولید فر
مهمترین روش کلاسیک در این زمینه روش تغییر یـک  

و ) one-factor-at-a-time(فاکتور بر حسب زمـان  
 single dimensional( یــا روش یــک بعــدی  

search (در این روش یک متغییر مسـتقل . است )  نظیـر
را ... و pH، و یا درجۀ حـرارت ) مادۀ مغذی خاص یک

در یک سطح خـاص تغییـر مـی دهـیم و ایـن در حـالی       
است که پارامترهای دیگر را ثابت نگه می داریم و نقطۀ 

را بدست می آوریم، سپس به سراغ پارامترهای  مطلوب
همین کار را تکرار می کنیم و در نهایت با بعدی رفته و 

تولید را انجـام   فرآیندپارامترهای بهینه بدست آمده  مهه
 ایــن .داده و میــزان افــزایش تولیــد را بررســی مــی کنــیم

سخت و وقت گیر بوده و بخصوص بـرای تعـداد    روش
اغلب تعیـین شـرایط    دارای مشکل است وزیادی متغییر 

بسیاری  کهئیاز آنجا ،طرفی از .بهینه را تضمین نمی کند
ــوژی  ــر فیزیولـ ــه ای بـ ــای فیزیکـــی و تغذیـ  از متغییرهـ

ثیر نماینـد لـذا تغییـر    أمیکروبی می توانند در هر لحظه ت ـ
. اسـت  یک پارامتر در یک زمان وقت گیر و بـی نتیجـه   

ولی با کمک روشهای آماری مـی تـوان تغییـرات تمـام     
ــرای مقاصـ ـ    ــرد و ب ــابی ک ــان ارزی ــا را همزم د فاکتوره

آزمایشگاهی و در مـواقعی کـه از مسـیرهای متـابولیکی     
آن اطلاع داریـم   یزم و نیز پارامترهای رشد فیزیکیارگان

 ،یـک فرمـول موجـود محـیط کشـت و تولیـد      با داشـتن  
را بــا ایــن روش  مطلــوبتــوان بطــور ســریع نــواحی  مـی 

طلاعـات  در صورت وجـود بعضـی ا   .)11( آوردبدست 
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  63  ... بهینه سازی شرایط آزمایشگاهی محیط کشت غوطه ور

ــاتی ــیمیایی و مطالعـ ــ بیوشـ ــوان  در ایـ ــی تـ ــتا مـ ن راسـ
های بیشتری در زمینۀ بهینـه سـازی مـواد مغـذی      موفقیت

در این خصوص داشتن اطلاعاتی در مورد  .بدست آورد
تتیک، احتیاجــات ویــژۀ مســیرهای بیوســن پــیش ســازها،

مـــواد معـــدنی و عناصـــر  ســـولفور، ،کـــربن، فســـفات
 .و تشــکیل محصــول ضــروری هســتند) Trace(جزئــی

ی از متابولیـت هـای اولیـه و    تنظیم میزان محصول بسـیار 
عناصـر جزئـی بـه     ،فسـفر  ،نیتـروژن  ،توسط کربن ثانویه

بنــابراین تعیــین ســطحی کــه ایــن  .اثبــات رســیده اســت
موجـب   مکانسیم های تنظیمی در یک ارگـانیزم خـاص  

  .نیز مهم خواهد بود افزایش تولید می شوند
) Taguchi( روش آماری بهینـه سـازی تـاگوچی    

ــر در ــالهای اخیــ ــد در ســ ــازی فرآینــ ــه ســ های بهینــ
بـا  . بکـار گرفتـه شـده اسـت     نیـز  بیوتکنولوژی در ایـران 

جـدول  (استفاده از نرم افزار تـاگوچی مـی تـوان آرایـه     
مناسب را انتخاب،کـه ایـن آرایـه متناسـب بـا      ) تاگوچی

 .ا اسـت ح آنهـا و تـداخل پارامتره ـ  وتعداد پارامتر و سـط 
اخـتلاف   تعیین فاکتورهایی که بیشترین ،تجزیه پاسخ ها

را ایجاد کرده اند و در نهایت تعیین حالات اپتـیمم و یـا   
  .)11( ابل انجام استمیزان بهینه سطح هر فاکتور نیز ق

در این تحقیق بهینه سازی شرایط و ترکیبات محیط 
 .Cکشت بر روی تولیـد آنـزیم کاتـالاز توسـط سـویه      

glutamicum PTCC 1532    تـا  . انجـام پـذیرفت
بهینـه  در زمینـه   یانجام شـد اطلاعـات  جایی که مطالعات 

سازی تولید آنزیم کاتـالاز توسـط ایـن بـاکتری وجـود      
  .نداشته و این اولین گزارش در این زمینه می باشد

  
  
  
  

  مواد و روشها
  سویه میکروبی و شرایط کشت

 از C. glutamicum PTCC 1532 ســویه  
 های صنعتی و عفونی ها و قارچ مرکز کلکسیون باکتری

سـازمان پـژوهش هـای علمـی و صـنعتی      واقع در   ایران
کلیه مواد شیمیایی و ترکیبـات لازم  .شدایران خریداری 

برای تهیـه محـیط هـای کشـت بـه کـار گرفتـه شـده از         
  .شدتهیه ) Merck( شرکت مرک

کشت اولیـه بـاکتری لیـوفیلیزه روی محـیط کشـت      
محـیط   .نوترینت براث و نوترینت آگار انجـام پـذیرفت  

ــب   ــکشــت مناس ــم مب ــاکتری و  رای رس ــد ب ــی رش نحن
بــه ترتیــب شــامل   گیــری میــزان آنــزیم کاتــالاز انــدازه

  : لیتر بود هرب گرم به ازای ترکیبات زیر بر حس
Na2CO3(3 g l-1), KCl(2 g l-1), MgSO4.7H2O(1g l-1), 
Na3-Citrate (3g l-1), Yeast extract (10g l-1), 
MnCl2.4H2O (0.36mg l-1), FeSO4 (50 mg l-1)  

  
 C .glutamicum باکتری ساعته از 24ابتدا کشت 

PTCC 1532 (ATCC 13032) در Cْ37  بدست
ه کمک منحنی رشد باکتری ابتدا ب برای رسم. آمد

، اسپکتروفوتومتر را صفر  محیط کشت اولیه بدون تلقیح
میزان  تنظیم و nm570در  کرده و در طول موج

ساعته از  4 های زمانی کدورت محیط ها را در فاصله
اندازه گیری میزان آنزیم  .شد گیریزمان تلقیح اندازه 

پس از تلقیح باکتری در ارلن ها و گرماگذاری  ،کاتالاز
ساعته پس از  4 زمانی در فاصله های در انکوباتور،

  .گیری گردیدتلقیح اندازه 
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سـنجش آنـزیم بـه روش     :سنجش آنزیم کاتـالاز 
Colorimetric Assay for Catalase Activity 

 پیشـنهاد شـده بـود    Christian Thorsent  که توسـط 
تایی لولـۀ آزمـایش انتخـاب    10دو سری  .انجام پذیرفت

 تـا  10از%) H2O2 )30که به آنهـا مقـادیر افزایشـی     شد
گردیـد و بـرای رسـاندن     میکرومول با سمپلر اضافه 160

بقیه حجم لولـه هـا بـا آب     lµ200حجم کلی لوله ها به 
  .دمقطر پر ش

 گرفتـه و بـه آن  نظر  یک لوله را به عنوان شاهد در 
lµ200 به همـه لولـه هـا    .آب مقطر اضافه گردید ml 2 

در  .اسید استیک اضافه شد /معرف دی کرومات پتاسیم
لحظۀ اول ورود معرف به داخل لولـۀ آزمـایش رسـوب    

بـرای رسـیدن حجـم     .آبی رنگی در ته لوله ها ایجاد شد
و سنجیدن در اسـپکتروفوتومتر بـه    ml 3 کلی لوله ها به

  .افه گردیدضآب مقطر اcc 8/0همه لوله ها به میزان 
معرف دی  ml2 به عبارت دیگر همۀ لوله ها حاوی

آب )lµ200 )cc 2/0 و اسید اسـتیک / کرومات پتاسیم
آب cc 8/0 بودند کـه بـا اضـافه کـردن    H2O2  و مقطر

نهایـت میـزان    در. رسـیدند  ml 3 مقطر به حجـم نهـایی  
کدورت این رقت ها دراسپکتروفوتومتر و در طول موج 

nm 570  یـک واحـد فعالیـت آنـزیم     ). 6( سنجیده شـد
میــزان تجزیــه یــک : برحســب تعریــف عبــارت اســت از

 بهینه ذکر شده بـالا   در شرایط  نهژمیکرومول آب اکسی
  .در شرایط آزمایشگاهی

بـرای   :تأثیر منابع مختلف کربنی بر تولید آنزیم
، ختلف کربنی بر روی بیوسنتز آنزیمیر منابع مثأبررسی ت
و  سـوکروز  مـالتوز،  مختلف شامل گلـوکز،  یمنابع کربن

به هر ارلـن اضـافه   % 1فروکتوز به طور جداگانه به میزان 
هــا در ارلــن هــا و    شــدند و پــس از تلقــیح بــاکتری   

گرماگذاری در انکوباتور شیکردار میـزان تولیـد آنـزیم    
  .شدساعت بررسی  48 و 24در فاصله های زمانی 

 :تأثیر منابع مختلف نیتروژنی بـر تولیـد آنـزیم   
 ــ ــرای بررســی ت ــأب ــابع مختل ــر روی ثیر من ــی ب ف نیتروژن

محیط های کشت بـدون منبـع نیتروژنـی     ،بیوسنتز آنزیم
به % 1تهیه شدند و سپس منابع مختلف نیتروژنی به میزان 

ایـن منـابع   . طور جداگانـه اضـافه گردیدنـد   ه محیط ها ب
 بـــاکتو پپتـــون ،)Peptone( تروژنـــی شـــامل پپتـــوننی
)Bactopeptone(، Soybean،Meat extract   

محیط هـا   ،از اتوکلاو کردن و تلقیح باکتری بعد .بودند
و  24در انکوباتور شیکردار قرار گرفته و بعد از گذشت 

  .ساعت تولید آنزیم در آنها بررسی گردید 48
مناسب ترین غلظت نمک هـای تـری سـدیم    

برای  :برای تولید آنزیم MgSO4.7H2Oسیترات و 
تعیین میزان بهینه نمـک بـرای تولیـد آنـزیم کاتـالاز دو      

مقـادیر   .میلی لیتـری انتخـاب شـد    50تایی ارلن  5سری 
 300محیط کشت پایه، بـدون عصـارۀ مخمـر بـه انـدازۀ      

میلی لیتـر وزن شـده و در ارلـن هـای سـری اول تقسـیم       
، 2/0، 25/0 از ارلـن هـا   یـک  به ترتیـب بـه هـر    .گردید

  MgSO4.7H2Oبه ازای لیتر گرم 05/0و  1/0، 15/0
  .اضافه شد

مقادیر محـیط کشـت پایـه     در ارلن های سری دوم،
میلی لیتـر وزن شـده و    300بدون عصارۀ مخمر به اندازۀ 

به هر یک از  .میلی لیتری تقسیم گردید 50در ارلن های 
 گـرم  05/0و  1/0، 15/0، 2/0، 25/0  ارلن ها به ترتیـب 

بعــد از  .اضــافه شــد بــه ازای لیتــر ســیترات تــری ســدیم
اتوکلاو شدن محیط های کشت به همۀ ارلن ها به اندازۀ 

λ5  24. اسـتریل اضـافه شـد   % 1و باکتوپپتون % 4گلوگز 
ساعت پس از تلقیح باکتری میـزان آنـزیم تولیـد شـده،     

  .اندازه گیری گردید
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درجــه بررســی شــرایط بهینــۀ تولیــد از نظــر  
آوردن بهینۀ منابع کـربن  پس از بدست  :pHحرارت و 
از  pHه سـازی درجـه حـرارت و    بهینبرای  و نیتروژنی،

و درجـه  سـانتی گـراد      60 ، 50، 40های  درجه حرارت
ــۀ  ــرای بهین ــای  pHاز  pHب در  5/9و  7/8، 6/5، 5/5ه
  .استفاده شدمنابع کربن و نیتروژنی  شده شرایط اپتیمم

بررسی شرایط بهینه برای تولید آنزیم نهایی به 
در این مرحلـه   :روش تغییر یک فاکتور در یک زمان

آمـده در هـر یـک از      از کار همۀ شرایط بهینـۀ بدسـت  
طـور کلـی بـرای بـاکتری فـراهم شـده و       ه مراحل کار ب

مقـادیر مـورد نیـاز    . میزان تولیـد آنـزیم بررسـی گردیـد    
، بعد ت تولید وزن شدهمیلی لیتر از محیط کش 300برای

محــیط هــا در انکوبــاتور  ،از اتــوکلاو و تلقــیح بــاکتری
سـاعته از   4شیکردار قرار گرفت و در بازه هـای زمـانی   

 زمان تلقیح میزان کدورت ایجاد شده در محـیط کشـت  
  .و میزان تولید آنزیم کاتالاز بررسی شد

ــا فرمولاســیون   بهینــه ســازی محــیط کشــت ب
 :برای تولید آنزیم )Taguchi(پیشنهادی تاگوچی 

نرم افزار تـاگوچی آرایـه هـای متناسـب بـا      از با استفاده 
تعداد پارامترها و سطوح آنها در تـداخلات پارامترهـای   

اسـاس کـار ارائـه     .منتخب و بهترین آرایـه بدسـت آمـد   
جدول استانداردی است که متغییرها را همراه و یا بدون 

ارلـن    8روش  بر اسـاس ایـن  . اثرات متقابل بررسی کند

cc 50      از محیط کشت تولید بـر اسـاس ترکیبـات ارائـه
بعد از اتوکلاو . شده توسط این نرم افزار انتخاب گردید

محیط ها در انکوبـاتور شـیکردار قـرار     ،و تلقیح باکتری
میزان ساعت از زمان تلقیح،  24گرفته و پس از گذشت 

  .رشد سلول و تولید آنزیم کاتالاز بررسی شد
  

   نتایج
پـس از بررسـی    :نتایج بهینه سازی منابع کربنـی 

منابع کربنی در تولید آنزیم کاتالاز قند گلوکز به عنوان 
سـپس  .انتخـاب گردیـد  % 4بهترین منبع کربنی با غلظت 

این قنـد در افـزایش تولیـد آنـزیم     % 10تا  1غلظت های 
بـه عنـوان    گلـوکز  % 4در نهایت غلظـت  .بررسی گردید

  .اده شدتشخیص دغلظت بهترین 
پس از بررسی  :نتایج بهینه سازی منابع نیتروژنی

منابع نیتروژنـی در تولیـد آنـزیم کاتـالاز بـاکتوپپتون بـه       
 .انتخـاب گردیـد  % 1عنوان بهترین منبع کربنی با غلظت 

باکتوپپتون در افزایش تولید % 10تا  1سپس غلظت های 
باکتوپپتون به % 1در نهایت غلظت  .آنزیم بررسی گردید

 .ان بهترین غلظت جهت تولید آنزیم انتخاب گردیدعنو
خاب بهترین منبع کربن انت مربوط به  نتایج بدست آمده 

  .آمده است 2و  1ای نمودارهدر ن وژو نیتر
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  C. glutamicum PTCC 1532اثر منابع مختلف کربنی بروی تولید آنزیم کاتالاز بوسیلۀ  : 1 نمودار

  
  C .glutamicum PTCC 1532کربنی بروی تولید آنزیم کاتالاز بوسیلۀ  اثر منابع مختلف : 2 نمودار

  

نتایج بهینه سازی غلظت نمک های تری سدیم 
 :بـرای تولیـد آنـزیم    MgSO4.7H2Oسیترات و  –

سـیترات   -تری سـدیم  پس از بررسی غلظت نمک های
از بـــین   آنـــزیم،  بـــرای تولیـــد  7H2O MgSO4.و

میـزان   بیشـترین MgSO4.7H2O های مختلـف  غلظت
گـرم بـه ازای هـر     1/0تولید آنـزیم کاتـالاز در  غلظـت    

میلی لیتـر از محـیط کشـت و از بـین غلظـت هـای        100
بیشــترین میــزان تولیــد  ســیترات -تــری ســدیم  مختلــف

میلـی لیتـر از    100گرم به ازای هر  2/0آنزیم در غلظت 
 هاینمودارنتایج بدست آمده در  .باشد محیط کشت می

  .آمده است 4و  3
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  C .glutamicum PTCC1532وی تولید آنزیم کاتالاز بوسیلۀ  ر بر 7H2O MgSO4. اثر: 3نمودار 
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 C. glutamicum PTCC1532سیترات بروی تولید آنزیم کاتالاز بوسیلۀ   -تری سدیم  اثر: 4نمودار 

  
پـس از بررسـی دماهـای     :نتایج بهینه سـازی دمـا  

ــد    مخ ــای محــیط کشــت جهــت تولی ــرین دم ــف، بهت تل
 C  ْ40 دمـای  ،توسط باکتری ن میزان تولید آنزیمبالاتری

  .می باشد
  

MgSO4.7H2O

Na3-Citrate
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  C  .glutamicum PTCC1532دما بروی تولید آنزیم کاتالاز بوسیلۀ   اثر: 5نمودار 

  
هـای   pHپـس از بررسـی  : pH نتایج بهینه سازی

د کــه نشــان دا pH مختلــف، نتــایج حاصــله از تغییــر 
ایـن   .می باشـد  pH=5/8 بالاترین مقدار تولید آنزیم در

  .آمده است 6 و 5 هاینمودار نتایج بدست آمده در
  

  
  C .glutamicum PTCC1532بروی تولید آنزیم کاتالاز بوسیلۀ  pH اثر : 6نمودار 

  
نتایج بررسی شرایط بهینه بـرای تولیـد آنـزیم    

پـس   :ماننهایی به روش تغییر یک فاکتور در یک ز
 از بررسی و تعیین منابع و غلظت های بهینۀ منابع کربنی،

رشد سـلول و   منحنی 7 نمودارنیتروژنی و نمکی بر طبق 
  .تولید آنزیم نشان داده شده است
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  به روش تغییر یک فاکتور در  بهینۀ میزان تولید آنزیم کاتالاز پس از بهینه سازی :7نمودار 

  C .glutamicum PTCC 15332توسط  یک زمان 
  

نتایج بررسی تأثیر شرایط بهینـه سـازی محـیط    
کشـــت بـــا فرمولاســـیون پیشـــنهادی تـــاگوچی 

)Taguchi:(    نتایج بدست آمده بر اساس شـرایط بهینـۀ
یــک ســطح  نــرم افــزار تــاگوچی، تعریــف شــده توســط

بـرای تولیـد بـالای آنـزیم ارائـه      ای از هر فاکتور را  بهینه
ــی ــد م ــوداردر . ده ــزان  8 نم ــزیم می ــد آن ــانتولی در   نش

   .زی به روش تاگوچی نشان داده شده استسا هینهب

  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1387مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال دوم، شماره دوم، تابستان    70

  
  ):Taguchi(محیط کشت با فرمولاسیون پیشنهادی تاگوچی کاتالاز پس از بهینه سازیبهینۀ میزان تولید آنزیم  :8 نمودار

  C .glutamicum PTCC 15332زمان  توسط 
  

  بحث
 ــ  ــای آنزیم ــت ه ــاره   فعالی ــان پ ــا در می ای از ی تنه

هــای فیزیکــی مــوثر مــی باشــند، ویژگــی هــای  ویژگــی
از طریـق   کـه پروتینـی هسـتند،    یویـژه آنهـای  ه آنزیمی ب

یـک   شرایط فیزیکی معمول قابل تغییر می باشند و تنهـا 
فعالیت بـالا و  دارای  ،محدوده بسیار کوچکی از شرایط

ــند   ــی باش ــه م ــا بهین ــر    . )5( ی ــوثر ب ــل م ــه عوام از جمل
 باشند بسترا میدما و غلظت سو ،pH های آنزیمی فعالیت

در این تحقیق از روشهای کلاسیک بهینـه سـازی    .)16(
محیط استفاده شده است و اثر یک سـری شـرایط ماننـد    

 ،نیتروژنی، دما تغییر منابع و غلظت های مختلف کربنی،
pH،    نمک های تری سیترات سدیم و سـولفات منیـزیم

ــاکتریروی   C. glutamicum PTCC 1532 ب
شده اثر متفـاوتی   هر یک از شرایط تعریف .بررسی شد

بــر روی میــزان  رشــد ســلولی و آنــزیم کاتــالاز توســط 
  .باکتری داشتند

در اثر تغییر منابع مختلف کربنی نتیجه گرفتـه شـد    
بــا وجــود  C .glutamicum PTCC 1532کــه 

 ،وان سوبسترای اصلی آنزیم کاتالازحضور گلوکز به عن
در حضور قندهای دیگر بوده  ن آنزیم قادر به بیوسنتز ای

ــه عنــوان منبــع کــربن  ــزیم کمتــر اســت  ب   .فعالیــت آن

Button و Low نیز تولید بـالای آنـزیم    1973در سال
کاتالاز را توسط سویه هـای کورینـه فـرم را در حضـور     

 . )5( بــه عنــوان منبــع کــربن گــزارش نمودنــدگلــوکز 

Wittmanو همکــارانش نیــز نتیجــه گرفتنــد کــه ســنتز 
در ساکاروز و مالتوز رشد می  که باکتری کاتالاز زمانی

ــد ــوکز و   .،کمتر مــی شــوندکن ــا هنگــام رشــد در گل ام
  .)3( فروکتوز افزایش می یابند

در این تحقیق همچنین نتیجه گرفتـه شـد کـه منـابع     
در میان نمک هـا   نیتروژنی تولید آنزیم را القا می کنند،

 Beckers et al  .باکتوپپون بهترین بازدهی را داشـت 
بـه ترتیـب    ،با بدست آوردن نتـایج مشـابه   2001در سال 
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بهتـرین منـابع نیتروژنـی    باکتوپپون و پپتون را بـه عنـوان   
  .)3( معرفی کرد

 .C مطالعه اثر دما بر تولیـد آنـزیم کاتـالاز توسـط    

glutamicum PTCC 1532     نشـان داد کـه اپتـیمم
ــن ســویۀ  ْ  ــرای ای ــا ب ــ C40دم  و  Davati .باشــد یم

بـا بررسـی تولیـد ایـن آنـزیم       ،2005همکارش  در سال 
در   Corynebacteriumهــــایتوســــط ســــویه 

 C37اپتیمم دمـای تولیـد را  ْ   C39تا  ْ  C30های  ْ فاصله
  .)14( عنوان نمود

بهینـه جهـت فعالیـت     pHنتایج نشان می دهـد کـه   
و همکـارانش در سـال    Barriuso. می باشد 5/8سلول
عنــوان  7-9ای فعالیــت آنــزیم بــررا  pHاپتــیمم  ،2008
و همکـــارانش  Armstrongدر حالیکـــه . )13( کـــرد

 ش نمودنـد رگزا 5/7برای فعالیت کاتالاز را  pHاپتیمم 
نتیجه بدست آمده در این تحقیق با این مطلـب کـه    ).2(

تا قلیایی ) 7(خنثی pHکاتالازهای بیشتر باکتریها اپتیمم 
تـا   7تالاز بـین  لیت کادارند مطابقت دارد و محدودۀ فعا

با مطالعات انجام شـده در ایـن تحقیـق     ).8( می باشد 10
نتیجه گرفته شد که با تغییر منابع غذایی و شرایط محیط 
کشت مـی تـوان تولیـد آنـزیم کاتـالاز توسـط کورینـه        
باکتریوم گلوتامیکوم را افزایش داد و با بهینه سـازی بـه   

ــاکتور در    ــک ف ــر ی ــک تغیی ــان  و   کم ــک زم روش ی
  .چی میزان تولید آنزیم برابر افزایش یافتتاگو

  
  سپاسگزاری

بدینوسیله از حمایت های ارزنده آقای دکتر مهدی 
آسمار مدیریت محترم گـروه کارشناسـی ارشـد کمـال     

  .سپاسگزاری و تشکر را داریم
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