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  چكيده 
در  ن فسفاتازآلكالي فعاليت آنزيم و در بيوسنتز) تورهاي القاء كننده و مهار كنندهتعيين فاك(هدف از انجام اين مطالعه بررسي عوامل مؤثر 

بعـد  . گرديد بررسي E.coliو از نظر وجود انجام  گيري چاه مختلف شهرستان رودسر نمونه 50در اين پژوهش از  .بود E.coliهاي بومي  يهسو
ي بـراي سـنجش فعاليـت آنـزيم از سوبسـترا     . توانايي توليد آنزيم به عنوان سويه مناسب انتخـاب شـد  با يك سويه  Screening testاز مرحله 

 64بعـد از  در اين تحقيـق بيشـترين توليـد آنـزيم در محـيط كشـت پايـه         .گرديداستفاده ) آبه 6نيتروفنيل فسفات  4نمك دي سديم (اختصاصي 
از بـين منـابع كربنـي و نيتروژنـي مختلـف بـه ترتيـب        . رشد در اوايل فاز ركود مشاهده گرديـد ساعت  40بعد از  بهينه در محيط كشت وساعت 
و  pHو از ميـان   6%، تلقـيح  اي انجام شـده ه و از بين تلقيح 6/0%، غلظت  NaClهاي مختلف  و از ميان غلظت 5/0%باكتوپپتون  و 5/0%گلوكز 

عوامـل مـورد بررسـي    از بـين   .درجه سيليسيوس بيشترين تأثير را در ميزان بيوسنتز آنزيم داشـتند  37دماي  و  pH=  5/7  ،دماهاي آزمايش شده
ايـن سـويه    مـاكزيمم فعاليـت آنـزيم    وشرايط هوازي بهترين شرايط براي توليد آنزيم . مهار كننده معرفي گرديدعامل عنوان فسفات غير آلي به 

بهتـرين نتـايج را بـه    شـوك حرارتـي    از فضاي پري پلاسـميك  براي خارج كردن آنزيم. بود  pH=  5/8 درجه سيليسيوس و 37در دماي  بومي
ماكزيمم ميزان توليد آنـزيم  . درجه يخچال بود 2-8يم بدست آمده توسط شوك حرارتي هفت روز در دماي زمان ماندگاري آنز. همراه داشت

  .ليتر در دقيقه بود يونيت به ازاي ميلي 62/7و  97/32پايه به ترتيب در محيط كشت بهينه و محيط كشت 
  

  .، بيوسنتز و فعاليت، آلكالين فسفاتازE.coli: كلمات كليدي
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 1389مجله علوم زيستي واحد لاهيجان، سال چهارم، شماره اول، بهار   68

  قدمه م
ــزيم آلكــالين فســفاتاز   يكــي از ) EC3.1.3.1(آن

هـاي   هاي هيدرولازي است كه در باكتري چندين آنزيم
ــاي    ــي در فض ــرم منف ــرار دارد  گ ــمي ق ــري پلاس در . پ

رسـد كـه بـه غشـاء      هاي گرم مثبـت بـه نظـر مـي     باكتري
تاز بــا يــك ســيگنال ســنتز آلكــالين فســفا .متصــل باشــد

قــال بــه فضــاي پــري بعــد از انت .شــود پپتيــدي آغــاز مــي
دو منومر  ، در نتيجه آنين سيگنال ناپديد شدهپلاسمي ا

ايـن آنـزيم بوسـيله ژن    . يابنـد  به فـرم دايمـر تكامـل مـي    
phoA   درE.coli شود و با يك منومر پيشـرو   كد مي

. شــود انتهــايي آمــين قــرار دارد ســنتز مــي كــه در ناحيــه
ــون  ــار ي ــون +Zn2حضــور چه ــه  +Mg2و دو ي منجــر ب

آنـزيم آلكـالين   . شـود  ي فرم فعـال آنـزيم مـي   گير شكل
ــال دارد E.coliفســفاتاز  ــومر آن  .دو ســايت فع ــر من ه

 .بــا بانــد دي ســولفيدي اســت داراي دو زنجيــره داخلــي
در . هاي آن داراي اسيد آمينـه سيسـتئين هسـتند    پروتئين

اين . شوند فعال سه فلز به اين سايت متصل ميهر سايت 
يـك ســايت  . باشــند M1، M2 ، M3تواننـد   فلـزات مــي 

اشــغال  منيــزيم و ســايت ديگــر توســط   رويبوســيله 
در روي دهد كه سايت  نتايج سنتيكي نشان مي. شوند مي

آنزيم نقش بسيار مهمي داشته باشد خاصيت كاتاليتيكي 
 و هـر  ، يـك متـالوآنزيم  آلكالين فسـفاتاز  آنزيم ). 7و6(

آن به عنوان يـك كاتـاليزور عمـل هيـدروليز غيـر      منومر
اين آنـزيم  . دهد ميتصاصي استرهاي فسفات را انجام اخ

كيلو دالـتن اسـت و از دو زيـر     94داراي وزن مولكولي 
واحـد  زير  ، وزن مولكولي هرساخته شده Bو  Aواحد 

هاي  جداسازي فرم ).4و 3 ،2 ،1(باشد  كيلو دالتن مي 47
 E.coli از سويه وحشيمختلف آنزيم آلكالين فسفاتاز 

K-10   ــار ــين ب ــال اول ــط  1981در س و  Marinaتوس
ــالين  ).17( همكـــارانش گـــزارش گرديـــد اكثـــر آلكـ

اين آنـزيم  . فسفاتازهاي ايزوله شده داخل سلولي هستند
ــاً در ارگانيســ ــاريوتي   معموم ــاي پروكــاريوتي و يوك ه

قليـايي   pHمـاكزيمم فعاليـت آنـزيم در    .شـود  يم توليد
ــاكتري E.coliعــلاوه بــر  .اســت هــاي ديگــري نظيــر  ب

Aerobacter, Pseudomonas هــايي از  و جــنس
Bacillus ســه نــوع . هســتند آنــزيمقــادر بــه توليــد  هــا

، روده و جفـت  كليه، اسـتخوان  ،آلكالين فسفاتاز از كبد
تاكنون چهار فـرم   ).22و21( انسان جداسازي شده است

هـاي   انـد فـرم   جداسازي گرديـده آلكالين فسفاتاز  آنزيم
مقاومــت حرارتــي اپتــيمم و  pHمختلــف آنــزيم داراي 

ســـرعت هيـــدروليز سوبســـتراي . باشـــند يكســـان مـــي
امـا  . اختصاصي توسط اين چهار نوع آنزيم يكسان است

سط اين چهـار  سرعت هيدروليز سوبستراهاي مختلف تو
به علت مقاومت بالاي ). 17( باشد نوع آنزيم متفاوت مي

اين آنزيم در برابـر دنـاتوره شـدن و غيـر فعـال شـدن و       
ت بسيار بالاي اين آنزيم نسـبت بـه آنـزيم    همچنين فعالي

آلكالين فسـفاتاز يوكـاريوتي باعـث شـده كـه از آن در      
آلكالين  آنزيماز. كارهاي تحقيقاتي بيشتر استفاده نمايند

تعيـين  ، به عنـوان يـك ابـزار مهـم در كلوينـگ      فسفاتاز
از جملـه   .شـود  استفاده مـي  ELISAو  DNA ترادف

هندســي ژنتيــك،  آنــزيم در م  آنكاربردهــاي ديگــر  
 )جهت پاكسـازي آب (هاي شيرين  سنجش رسوب آب

انـد را   شـده  هاي رسوبي كه دچار آسيب ترميم سيستمو 
هدف از انجـام ايـن   ). 24و 23 ،20(توان اشاره نمود  مي

تورهــاي القــاء تعيــين فاك(مطالعــه بررســي عوامــل مــؤثر 
ــده ــده و مهاركنن ــنتز ) كنن ــزيم  و در بيوس ــت آن در فعالي

سـازي محـيط    و در نهايت بهينه E.coliومي هاي ب سويه
  .كشت توليد آنزيم بود
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  69   ... هاي سويهبررسي توليد و فعاليت آنزيم پري پلاسميك آلكالين فسفاتاز در 

  ها  مواد و روش
ــراي جداســازي  ــه كمــك  E.coliب ــدا ب از آب ابت

 بـرداري از  اي عمل نمونـه  اي سر سمباده هاي شيشه بطري
هـاي مـورد    هاي آب نمونه. چاه مختلف انجام گرفت 50

محتـوي   Lactose brothهـاي كشـت    محـيط  نظر بـه 
ــه ــام ا  لول ــاي دوره ــدند ه ــافه ش ــد از . ض ــاعت  24بع س
هاي  اد كدورت كردند به عنوان نمونههايي كه ايج نمونه

 ،هاي مثبـت  براي شناسايي نمونه. خاب گرديدندمثبت انت
، EMB ،TSI ،SIMهـا بـه محـيط افتراقـي      اين نمونـه 

MR-VP ،Simmons Citrate و Urea agar 
 ي گرديدنـد سـاعت نتـايج بررس ـ   24بعد از  .تلقيح شدند

ــت. )14( ــاوي   از پلي ــاي ح ــراي  Nutrient agarه ب
در . نگهداري سويه جـدا شـده در يخچـال اسـتفاده شـد     

براي خارج كـردن آنـزيم از    Screening test مرحله
شوك اسمزي و حرارتـي   دفضاي پري پلاسميك دو مت

). 19و 18 ،15 ،13 ،12 ،8( قـرار گرفتنـد  اسـتفاده  مـورد  
زايـي   زايي و يا غير بيمـاري  يبراي مشخص نمودن بيمار

 هــاي اختصاصــي ضــد  آنتــي ســرم ســويه جــدا شــده از
EPEC ي رسم منحني رشد باكتري برا .استفاده گرديد
گيري ميزان آنزيم موجود در آن محـيط كشـت    و اندازه

محـيط كشـت پايـه بعـد از فاصـله      . پايه مناسب تهيه شد
ر اين كا(ساعت از زمان تلقيح بررسي گرديد  16زماني 

ميزان كـدورت و توليـد   ). ساعت تكرار شد 80تا  16از 
 .گيــري شــد نــانومتر انــدازه  600آنــزيم در طــول مــوج 

ــه   ــيط كشــت پاي ــزاي مح ــرم  اج ــر حســب گ ــامل  ب  ش
89/1Tris HCl ، 3/0NaCl ، 15/0KCl ، 03/0 

Na2CO3، 02/0 MgCl2، 0007/0 CaCl2، 1 
Bactopeptone،  04/0 KH2PO4 ، 5/7 pH=  و

بـراي سـنجش فعاليـت     .بودنـد ليتر آب مقطـر   ميلي 100
 Glycineمــولار  1/0بــافر  از  آنــزيم در ايــن تحقيــق

NaOH  5/8  با  =pH نمك ( و سوبستراي اختصاصي
 .اسـتفاده گرديـد  ) آبـه  6نيتروفنيل فسـفات   4دي سديم 

بوسـيله اسـپكترو    nm 410فعاليت آنزيم در طول مـوج  
گيري  ندازها Catherine and Kellyبا روش  فتومتر
در بررســي تــأثير منــابع مختلــف كربنــي و     ). 7(شــد 

هاي كشت پايـه   نيتروژني در ميزان بيوسنتز آنزيم، محيط
، با منابع كربني مختلف شامل گلوكز، سوكروز، لاكتوز

نيتروژنـي مختلـف    ، فروكتوز و هم چنين بـا منـابع  مالتوز
ــاكتوپپتون  ــامل ب ــاره  ش ــون و عص ــور   ، پپت ــه ط ــر ب مخم

در بررسي . تهيه گرديد% 1از هر كدام به ميزان جداگانه 
كتوپپتون در ميـزان بيوسـنتز   بهترين غلظـت گلـوكز و بـا   

هاي كشت پايه بدون گلوكز و باكتوپپتون  آنزيم، محيط
 1تا  1/0سپس به هر كدام به طور جداگانه  .تهيه گرديد

در بررســي . گــرم گلــوكز و بــاكتوپپتون اضــافه شــد    
Inorganic phosphate ميـزان بيوسـنتز آنـزيم    در ،

گرم فسفات غيرآلي به طـور جداگانـه بـه     08/0تا  01/0
در . گرديـد  اضـافه  هاي كشت پايه بدون فسـفات  محيط

ــأثير غلظــت  ــزان  NaClهــاي مختلــف  بررســي ت در مي
بـه طـور    NaClهاي كشت فاقد  بيوسنتز آنزيم به محيط

 NaClگـرم   9/0، 6/0، 3/0، 15/0هاي  جداگانه غلظت
ان تلقــيح در بيوســنتز در بررســي تــأثير ميــز. داضــافه شــ

يـه بـه طـور جداگانـه يـك تـا       ، به محيط كشت پاآنزيم
شـمارش بـاكتري   (ليتر باكتري تلقيح گرديـد   شش ميلي

بـه  ). در واحد حجم با استفاده از لام نئوبار انجام گرفت
در محـيط كشـت   هر يك از پارامترهـاي مـورد بررسـي    

هاي  محيطاز قرار گرفتن  بعد. باكتري تلقيح شد 1%پايه 
بـا دور بـالا در دمـاي    كشت پايه در انكوباتور شيكردار 

توليد آنـزيم بعـد   درجه سيليسيوس ميزان كدورت و  37
در بررسـي تـأثير دمـا در    . ساعت بررسـي گرديـد   64از 

حيط كشت ، به ميوسنتز آنزيم و تعيين دماي بهينهميزان ب
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ــزيم   ــد آن ــوكز (تولي ــاكتوپپتون 5/0%گل  6/0%، 5/0%، ب
NaCl  ،%01/0 KH2PO4 (اين محـيط  . اضافه گرديد

، 27، 17كشت بهينه در انكوباتور شـيكردار بـا دماهـاي    
در بررسي تـأثير  . درجه سيليسيوس قرار گرفت 47 و 37

pH   در ميزان بيوسنتز آنزيم و تعيـينpH  محـيط  بهينـه ،
تهيـه   9 و 5/8، 8، 5/7، 7، 5/6هـاي   pHكشت بهينه بـا  

وسنتز ر بررسي تأثير شرايط محيطي در ميزان بيد. گرديد
، محـيط كشـت بهينـه در دو    آنزيم و تعيين شرايط بهينـه 

در حالت اول محيط كشت بهينـه   .حالت بررسي گرديد
قــرار  ) rpm 200( بــالادر انكوبــاتور شــيكردار بــا دور 

 شـمع  رگرفت در حالت دوم محيط كشت بهينـه در جـا  
و زمـان رشـد در    رشـد در بررسـي فـاز   . قرار گرفتدار 

، ميزان كدورت يوسنتز آنزيم و تعيين حالت بهينهميزان ب
 8ني زمـا در فاصـله  محـيط كشـت بهينـه    و توليد آنـزيم  

تـا   8ايـن كـار از   (گيري شـد   ساعته از زمان تلقيح اندازه
بـه هـر يـك از پارامترهـاي     ). ساعت تكـرار گرديـد   64

ح بـاكتري تلقـي   6%مورد بررسي در محيط كشـت بهينـه   
ساعت ميزان كدورت و توليـد آنـزيم در    40شد بعد از 

  . گرديدمحيط بهينه بررسي 
  

  نتايج 
E.coli هـاي افتراقـي    موجود در آب بوسيله محيط

ــا اســتفاده از . جداســازي گرديــد 1طبــق جــدول  ايــن ب
نمونـه مثبـت تشـخيص     20 در نهايت هاي افتراقي محيط

ي يـك  داده شد بعد از بررسي با شوك حرارتي و اسمز
سويه كه توانايي توليد آنزيم را داشت بـه عنـوان سـويه    

بـا آنتـي سـرم بكـار رفتـه روي       .مناسب انتخاب گرديـد 
زا  كـه ايـن سـويه بيمـاري     شـد سويه مورد نظر مشـخص  

، فــاز رشــد در ميــزان در بررســي تــأثير فــاز رشــد. نبــود
 64بعـد از   E.coliكـه   ،بيوسنتز آنزيم مشـاهده گرديـد  

سـاعت رشـد در    40پايه و بعد از  ساعت رشد در محيط
هم چنـين مشـاهده شـد     .محيط بهينه وارد فاز ركود شد

در ايـن بـاكتري در فـاز    كه اپتـيمم ميـزان توليـد آنـزيم     
گلوكز به  ،از بين منابع مختلف كربن. دهد ركود رخ مي

ــد    ــربن انتخــاب گردي ــع ك ــرين منب ــوان بهت ــين  . عن از ب
تسـت  ) درصـد  1تـا   1/0(گلـوكز  هـاي مختلـف    غلظت
بـالاترين مقـدار توليـد آنـزيم را بـه       5/0%، غلظـت  شده

در حالي كه كمترين بازدهي توليد آنـزيم   .همراه داشت
  .بود 1/0%مربوط به غلظت 

  E.coliهاي افتراقي به كار رفته در شناسايي  محيط :1جدول 
  

هاي افتراقي   محيط
  باكتري 

Simmons 
Citrate  Urea agar VP MR SIM TSI EMB 

E.coli اندول   + ـ ـ ـ+ 
  محيط كاملاً زرد با 

 توليد حباب

كلني هايي با 
 جلاي فلزي 
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  71   ... هاي سويهبررسي توليد و فعاليت آنزيم پري پلاسميك آلكالين فسفاتاز در 

    E.coliدر سويه بومي ) برحسب واحد(مقايسه فعاليت آنزيم : 2جدول 
 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 با 

 فعاليت آنزيمي  سويه

Native E.coli Strian  
Base culture medium 

7.62 (U/ml/min) 

Native E.coli Strian  
Optimum culture medium 

32.97  (U/ml/min) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 
Optimum culture medium 

35.5 (U/ml/min) 

  
تــاثير منــابع مختلــف كــربن را در ميــزان  1نمــودار  

، منـابع نيتروژنـي  از بـين  . داده اسـت بيوسنتز آنزيم نشان 
يتروژني انتخاب شـد و  باكتوپپتون به عنوان بهترين منبع ن

) درصـد  1تا  1/0(هاي مختلف باكتوپپتون  از بين غلظت

بـالاترين   5/0%كـه غلظـت    ،تست شده مشاهده گرديـد 
در حـالي كـه در    .مقدار توليد آنزيم را به همراه داشـت 

خود  مترين مقداربازدهي توليد آنزيم به ك 1/0%غلظت 
  .رسيد

  

  
  تأثير منابع كربني مختلف در ميزان بيوسنتز آنزيم ـ بيشترين بازدهي توليد آنزيم با حضور گلوكز در محيط پايه :1نمودار 

  ـ كمترين بازدهي توليد آنزيم با حضور فروكتوز در محيط پايه) گلوكز به عنوان القاء كننده توليد آنزيم(
  
نيتروژنـي را در ميـزان   تاثير منابع مختلف  2نمودار  

ــزيم نشــان داده اســت بيوســنتز آ ــين غلظــت. ن هــاي  از ب
مشـاهده  ) درصد 08/0تا  01/0(مختلف فسفات غيرآلي 

گرديد كه بازدهي توليد آنـزيم در حضـور غلظـت كـم     
به حداكثر مقدار خود رسـيد و بـا بـالا    ) 01/0(%فسفات 

كاهش شديدي در ميـزان  ) 08/0(%بردن غلظت فسفات 
هاي انجام شده  از بين تلقيح. ايجاد گرديد آنزيم بيوسنتز

مشاهده گرديد كه بالاترين ميزان توليد آنزيم در تلقـيح  

از بين . بود 1%يم در تلقيح و كمترين ميزان توليد آنز %6
تسـت شـده بيشـترين ميـزان      NaClهاي مختلف  غلظت

بـود در حـالي كـه     6/0%توليد آنزيم مربوط بـه غلظـت   
 15/0%ليـد آنـزيم در حضـور غلظـت     كمترين ميـزان تو 
هاي مختلف آزمايش شـده   pHاز بين . مشاهده گرديد

5/7 =pH  به عنوانpH      مناسب بـراي بـالا بـردن ميـزان
  .توليد آنزيم توسط باكتري انتخاب گرديد
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  ر باكتوپپتون در تاثير منابع مختلف نيتروژني در ميزان بيوسنتز آنزيم بيشترين بازدهي توليد آنزيم با حضو :2نمودار 

  محيط پايه ـ كمترين بازدهي توليد آنزيم با حضور عصاره مخمر در محيط پايه
  
ــودار   ــاثير  3نم ــزان    pHت ــف را در مي ــاي مختل ه

از ميان دماهـاي مختلـف   . بيوسنتز آنزيم نشان داده است
آزمايش شده بهترين دماي محيط كشت جهت توليـد و  

 37، دمـاي  ن ميزان توليد آنـزيم توسـط بـاكتري   بالا برد
تاثير دماهاي مختلـف را   4نمودار  .درجه سيليسيوس بود

بهتـرين شـرايط   . بر ميزان بيوسنتز آنزيم نشان داده اسـت 
. براي توليد آنزيم در اين سويه بومي شرايط هوازي بود

هوازي باكتري قادر به توليـد   ايط بيبه طوري كه در شر
هـاي مختلـف آزمـايش شـده      pHز ميـان  ا. آنزيم نبـود 

  .بود pH= 5/8ماكزيمم فعاليت آنزيم در 
  

 
  محيط كشت جهت توليد و بالاترين ميزان pHبهترين  pH= 5/7ـ  در ميزان بيوسنتز آنزيم pH تاثير: 3نمودار

 pH=  9توليد آنزيم توسط باكتري ـ كمترين بازدهي توليد آنزيم توسط باكتري در محيط كشت با 
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  73   ... هاي سويهبررسي توليد و فعاليت آنزيم پري پلاسميك آلكالين فسفاتاز در 

  
درجه سيليسيوس بهترين دماي محيط كشت جهت توليد و بالاترين ميزان توليد  37تاثير دما در ميزان بيوسنتز آنزيم ـ دماي : 4 نمودار

، دماهاي درجه سيليسيوس 47و  17ـ دماهاي  درجه سيليسيوس 27آنزيم توسط باكتري ـ كمترين بازدهي توليد آنزيم توسط باكتري در دماي 
  ط كشت جهت توليد آنزيمنامساعد محي

  
هاي مختف را بر فعاليت آنزيم  pHتاثير  5نمودار  

از بين دماهاي مختلـف آزمـايش شـده     .نشان داده است
درجــه سيليســيوس  37اپتــيمم فعاليــت آنــزيم در دمــاي 

   .مشاهده گرديد

  
  ج
  

  ـ كمترين ميزان فعاليت) بهينه pH )pH=  5/8روي فعاليت آنزيم ـ ماكزيمم فعاليت آنزيم در  pHتأثير : 5 نمودار
  pH=  5/9آنزيم در  

  
تاثير دماهاي مختلف را بر فعاليـت آنـزيم    6نمودار 

ــان داده اســت  ــدازه . نش ــا ان ــت   ب ــري فعالي ــزيم در گي آن
مشـخص  درجه يخچـال   2-8روزهاي مختلف در دماي 

سـط  كه زمان مانـدگاري آنـزيم بـه دسـت آمـده تو      شد
درجـه يخچـال    2-8شوك حرارتي هفت روز در دماي 

   .بود
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  درجه سيليسيوس ـ كمترين فعاليت آنزيم  37ـ اپتيمم فعاليت آنزيم در دماي تأثير دما روي فعاليت آنزيم  :6نمودار 

  درجه سيليسيوس 50در دماي 
  

نتايج حاصـل از سـنجش ميـزان بيوسـنتز آنـزيم در      
محيط كشت بهينه در مقايسه با محيط كشت پايـه نشـان   

اكزيمم ميزان بيوسنتز آنـزيم در محـيط كشـت    داد كه م
ــه ترتيــب    ــه ب ــه و محــيط كشــت پاي  62/7و  97/32بهين

  .ليتر در دقيقه بود يونيت به ازاي ميلي
  

  بحث 
هـاي توليـد كننـده آنـزيم آلكـالين       در اكثر سـويه 

فسفاتاز مشاهده گرديد كه بيشترين ميـزان توليـد آنـزيم    
ني كـه متابوليسـم   افتد زمـا  ميدر اوايل فاز ركورد اتفاق 

ايـن عمـل    .يابـد  رشد سلولي در طي اين فاز كاهش مـي 
نتايج به دسـت آمـده در   . موجب سنتز آنزيم خواهد شد

زيرا ايـن سـويه    .اين تحقيق با اين مطلب مطابقت داشت
سـاعت رشـد و در    64بومي در محيط كشت پايه بعد از 

ســاعت رشــد وارد فــاز  40محــيط كشــت بهينــه بعــد از 
توليد آنزيم در اين سـويه بـومي در محـيط     .ركورد شد

كشت پايه و بهينه اوايـل فـاز ركـود بـه بيشـترين مقـدار       
و همكاران با مطالعاتي كـه روي   Donald. خود رسيد

در سـال   Bacillus licheniformis MC14سويه 
انجام دادنـد بـه ايـن نتيجـه رسـيدند كـه بيشـترين         1981

و اوايـل فـاز ركـود    توليد آنزيم در انتهاي فاز لگاريتمي 

در واقع نتيجه ايـن بررسـي نشـان داد    . )9( اتفاق مي افتد
هايي كه در طول رشد در  درصد پروتئين 50بيش از كه 

شـوند   اريتمي و اوايل فاز ركـود سـنتز مـي   انتهاي فاز لگ
اي  همچنين مطالعـات مشـابه   .توليد آنزيم باشدمربوط به 

ــ )8(و همكــاران  Costertoneكــه  ــان  دانجــام دادن بي
نمودنــد كــه مــاكزيمم توليــد ايــن آنــزيم در ســويه       
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

افتـد   در انتهاي فاز لگاريتمي و اوايل فاز ركود اتفاق مي
دو نتايج فوق با نتايج به دست آمده در اين تحقيـق  ). 7(

از تاثير منابع كربنـي مختلـف آزمـايش    . مطابقت داشت
گرفته شد كه با وجود گلـوكز   شده در اين تحقيق نتيجه

كز بـه  يابـد و گلـو   محيط پايه توليد آنزيم افزايش ميدر 
آنـزيم را  كننـدگي توليـد   عنوان منبـع كـربن نقـش القاء   

ترين غلظت در ايـن سـويه    مناسب 5/0%داشت و غلظت 
ــا حضــور    ــزيم ب ــازدهي توليــد آن ــرين ب ــود كمت ــومي ب ب

منـابع  از ميـان  . فروكتوز در محيط پايه مشـاهده گرديـد  
نيتروژني آزمايش شده در اين تحقيق بـاكتوپپتون مـوثر   
شناخته شـد و از بـين غلظـت هـاي مختلـف بـاكتوپپتون       

در ميزان بيوسنتز آنزيم بيشترين  5/0%تست شده غلظت 
تاثير را داشت به طوري كه كمترين بازدهي توليد آنزيم 

بـا مطالعـاتي   . مربوط به عصاره مخمر در محيط پايه بـود 
ــه  ــانواده )James  )12و  Haroldكـــــــ  در خـــــــ
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  75   ... هاي سويهبررسي توليد و فعاليت آنزيم پري پلاسميك آلكالين فسفاتاز در 

Enterobacteriaceae    ــوكز و ــد از گل ــام دادن انج
از  .باكتوپپتون به عنوان فاكتورهاي موثر گزارش كردند

ايـن  آزمـايش شـده در    NaClهـاي مختلـف   بين غلظت
ها اثرات متفاوتي بر روي ميزان  تحقيق هر يك از غلظت

كـه   بيوسنتز آنزيم در ايـن سـويه بـومي داشـتند بطـوري     
.  مشـاهده گرديـد   6/0%ماكزيمم توليد آنزيم در غلظت 

ــاتي  ــا مطالعــ ــه بــ  روي) Banik )20و  Pandeyكــ
Bacillus licheniformis   انجام دادند بيان نمودنـد

و  CaCl2 ،MgSO4 ،MnSO4كــه چهــار نمــك   
NaCl تواند تاثير مهمـي در ميـزان    ها مي مقدار بهينه آن

هاي مختلف  pHميان  از .بيوسنتز اين آنزيم داشته باشد
بهينه جهت فعاليت سلول براي توليـد   pHآزمايش شده 

هـا و   بود رشد بـاكتري   pH=  5/7آنزيم در اين تحقيق 
محــيط قــرار  pHهــا بــه شــدت تحــت تــأثير  فعاليــت آن

هـا طـوري    ماهيت فعاليـت متـابوليكي بـاكتري   . گيرد مي
هـا   محيط كشت بعـد از شـروع رشـد آن     pHاست كه 
ــولاً ث ــاقي نمــي معم ــت ب ــروتئين  اب ــه پ ــا تجزي ــد ب ــا  مان ه
هاي قليايي و با تخمير هيدرات كربن اسـيدهاي   فرآورده

هـا و مـواد    بنابراين ماهيـت بـاكتري  . گردد توليد ميآلي 
محـيط را   pH، ضمن رشد باكتري تغييرات جزيهمورد ت

توانـد تـأثير    محـيط مـي   pHكننـد و تغييـرات    تعيين مـي 
و از  .ط بـاكتري داشـته باشـد   زيادي در توليد آنزيم توس

بين دماهاي آزمايش شده در اين سويه بومي بهترين دما 
 37جهــت فعاليــت ســلول بــراي توليــد آنــزيم در دمــاي 

با تغيير دما هـر كـدام   . درجه سيليسيوس مشاهده گرديد
اثرات متفاوتي در ميزان بيوسنتز آنزيم توسط اين سـويه  

ــاي    ــه در دم ــوري ك ــتند بط ــومي داش ــه  47و  17ب درج
 .سيليسيوس اين سويه بومي قـادر بـه توليـد آنـزيم نبـود     

، تـأثير  تواند ميزان رشـد  درجه حرارت محيط كشت مي
فقـط  هر نـوع بـاكتري   . بقا و مرگ باكتري را تعيين كند

ــي   ــد م ــين رش ــي مع ــدان حرارت ــن   در مي ــه از اي ــد ك كن
شود و تغييرات دمـاي   اي محسوب مي هاي گونه ويژگي

تــأثير زيــادي در توليــد آنــزيم توانــد  محــيط كشــت مــي
  .توسط باكتري داشته باشد
در  )21( و همكــاران Qaderبــا مطالعــاتي كــه   
Bacillus Subtilis  ــد دمــاي درجــه  37انجــام دادن

جهـت   pHترين دمـا و   را مناسب pH= 7سيليسيوس و 
از بــين . رشــد بــاكتري بــراي توليــد آنــزيم بيــان كردنــد

عامـل   ي به عنوانفاكتورهاي مورد بررسي فسفات غيرآل
مهار كننده در اين سويه بومي معرفي گرديد  مـاكزيمم  

 37و دماي  pH = 5/8فعاليت آنزيم اين سويه بومي در 
 30 تقريبـاً  pHدرجه سيليسيوس بـود بـا افـزايش ميـزان     

بر  pHشود زيرا تغييرات  درصد فعاليت آنزيم كاسته مي
هاي  pHباشد و  ساختمان پروتئيني آنزيم مؤثر مي روي

خيلي اسيدي و يا خيلـي قليـايي سـبب غيـر فعـال شـدن       
ني پيوند آپو آنزيم مولكول پروتئيني آنزيم و نيز دگرگو

در اغلـب   pHهم چنين تغييـرات  . گردد و كوآنزيم مي
موارد بر ميزان يونيزه شدن سوبسترا و درجه يونيزاسـيون  

 Active(اسيدهاي آمينه كه در تشكيل جايگـاه فعـال   

site (بـدين ترتيـب   .  باشد اند موثر مي م به كار رفتهآنزي
بر ميل تركيبي آنـزيم و سوبسـترا و نيـز عمـل كاتـاليزي      

 20 همچنين با افزايش دما تقريباً. آنزيم تأثير گذار است
كلي سـرعت  رود به طور  درصد فعاليت آنزيم از بين مي

در . يابد شيميايي در اثر حرارت افزايش مي هاي واكنش
هاي آنزيمي نيز افزايش حرارت تا حـدود   مورد واكنش

شود ولـي   درجه سبب زياد شدن سرعت واكنش مي 50
هاي بالاتر موجب دگرگوني ساختمان پـروتئين   حرارت

گردد و در نتيجه اثر غير فعال كننـده حـرارت    يم ميآنز
ن بر روي مولكول آنزيم شـديدتر از اثـر فعـال كننـده آ    

درجه،  80و 70 هاي خواهد بود به طوري كه در حرارت
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 ،5(گردنـد   ها غير فعال مـي  آنزيم  به جز حالت استثنايي،
ــا مطالعــاتي كــه ). 21و11  )17(و همكــاران  Marinaب

انجام دادنـد فسـفات    E.coli k-10روي سويه وحشي 
  غيرآلي را به عنـوان عامـل مهـار كننـده توليـد آنـزيم و      

 5/8  =pH  را بــه عنــوانpH  اپتــيمم بــراي فعاليــت هــر
نوع آنزيم آلكالين فسفاتاز در ايـن سـويه وحشـي     چهار

نتـايج حاصـل از افـزايش ميـزان توليـد      . گزارش كردند
در مقايسه با محـيط كشـت   آنزيم در محيط كشت بهينه 

دهنده اين مطلب بـود كـه پارامترهـايي كـه در      پايه نشان
اين تحقيق بررسي شدند به عنوان فاكتورهاي تأثير گذار 

) برحسب واحـد (ه فعاليت آنزيم  مقايس 2جدول . بودند
 Pseudomonasبــــا E.coliدر ســــويه بــــومي 

aeruginosa ATCC 9027 نشان داده است.  
  

  سپاسگزاري
از كليــه همكــاراني كــه در اجــراي ايــن بدينوســيله 

كمـال تشـكر و قـدرداني را    تحقيق مـا را يـاري نمودنـد    
  .نمائيم مي
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