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 ينيزم بيسآسپاراژيناز از پساب فراوري  دكنندهيتول هاي باكتريجداسازي و شناسايي 

  نادر چاپارزاده و ، محمد پاژنگ* ندا نقابي، الهه زاده حسينقلي
  ايران تبريز، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي

  24/2/99 :تاريخ پذيرش  11/6/98 :تاريخ دريافت

  چكيده

L-كنداسيد و آمونياك هيدروليز ميآسپاراژيناز آنزيمي است كه اسيد آمينه ي آسپاراژين را به آسپارتيك .L - آسپاراژيناز داروئي
شود و  توليد مي Erwina chrysanthemiوEscherichia coli هايي مانند  طور اساسي از باكتري براي درمان لوكميا و لنفوما به

 آسپاراژيناز-Lهاي توليد كننده آنزيم در اين تحقيق جداسازي باكتري .براي يافتن منابع جديد براي اين آنزيم ادامه داردجستجو 

پساب حاصل از مرحله شستشو، حاوي تمام تركيبات محلول در آب  .از پساب حاصل از فرآوري سيب زميني انجام شد
هاي  ها بر روي محيط ي باكتريغربالگرجداسازي و . زميني نظير مقادير قابل توجهي از اسيد آمينه ي آسپاراژين است سيب

. را دارا بودند M9 قابليت توليد آمونيوم در محيط PW5و PW4هاي دو جدايه با نام. انجام شد M9نوترينت آگار و محيط 
  Enterococcusو Escherichiaها بترتيب متعلق به جنس يي نشان داد كه اين جدايهايميوشيبشناسايي مولكولي و آزمايشات 

 PW4ي بيشترين ميزان توليد را جدايه. ها در شرايط مختلف انجام شدسنجش كمي و كيفي ميزان توليد آنزيم اين جدايه. هستند
نيز  PW5ي ي ميزان توليد آنزيم توسط جدايه نهيشيب. نشان داد IUml-1 10در صورت رشد در محيط حاوي گلوتامين با ميزان 

دو . مشاهده شد IUml-1 33/2در نتيجه تغليظ مايع رويي حاصل از كشت باكتري در محيط كشت حاوي آسپاراژين به ميزان 
 PW4ي ي فعاليت آنزيم توليدي توسط جدايه نتايج نشان داد، بيشينه. خود نشان ندادندآنزيم بررسي شده فعاليت گلوتامينازي از 

اين نتايج خاطرنشان مي . و بالاتر از آن كاهش مي يابد ترنيپائدرجه سلسيوس بوده و فعاليت آنزيم در دماهاي  37در دماي 
  .را دارا مي باشد در طراحي دارواده استفمطالعات بيشتر جهت سازد كه اين آنزيم قابليت 

  Escherichia ،Enterococcusزميني، آسپاراژيناز، پساب، سيب: كليدي هاي واژه

  zhosseingholi@gmail.com: ، پست الكترونيكي09144029361: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
L- آسپاراژيناز)L- آسپاراژين آميدوهيدرولازE.C.3.5.1.1 (

يك آنزيم اميدبخش در درمان لنفوسيتيك لوكمياي حاد، 
بيماري هوجكين، ميلوسيتيك لوكمياي حاد، كرونيك 
لنفوسيتيك لوكميا، لنفوساركوما، رتيكولوساربوم و 

سيدآمينه آسپاراژين را به آنزيما ناي .ملانوساركوما است
و آمونياك هيدروليز كرده و از طريق  اسيد آسپارتيك

جلوگيري از سنتز پروتئين در سلولهاي سرطاني و القاء 
هاي  در اكثر سلول. شود آپاپتوز باعث مرگ سلول مي

تواند توسط مسيرهاي  طبيعي انساني، كمبود آسپاراژين مي
سنتتاز تسهيل مي نسنتزي ديگر كه توسط آنزيم آسپاراژي

هاي سرطاني به خاطر  كه سلول شود جبران شود، درحالي
) 8، 17(كمبود فعاليت اين آنزيم توانائي مذكور را ندارند 

به طور گسترده اي در گياهان، آسپاراژيناز -Lفعاليت 
حيوانات و ميكروارگانيسم ها گزارش شده است اما تنها 

 Erwiniaو  Escherichia coliآسپاراژيناز توليد شده از 

chrysanthemi طور عمده براي درمان لوكميا و لنفوما  به
اگرچه هر . و در مقياس صنعتي توليد مي شوندكاربرد دارد 

دو داروي توليد شده مكانيسم هاي عمل مشابهي دارند، اما 
فعاليت  ).13(هاي دارويي آنها متفاوت است ويژگي

تواند اثرات  ها مي گلوتامينازي توليد شده توسط اين آنزيم
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ثانويه همچون واكنش آلرژيك، تهوع و استفراغ، ديابت، 
اكثر . شدن غيرنرمال داشته باشدآماس لوزالمعده و لخته 

ند آسپاراژينازها پايداري و فعاليت كاتاليزوري پاييني دار
)46 ،15 .(  

 جهينتبه اين  دانشمندان، 2002 ازسالاز لحاظ صنعتي نيز  
توان با استفاده از اين آنزيم موفق  كه مي اند دهيرس
طي سرخ كردن غذاهاي نشاسته ددريلآميكاهشسطحĤكربه

زميني غذاي مهمي در  سيب). 34(گرديد دار در دماي بالا 
زميني منبع غني  سيب. شود بسياري از كشورها محسوب مي

ها  ها و پروتئين پتاسيم، فيبر، آمينواسيدها،  از قندها، ويتامين
زميني رشد  صنعت سيب 2005از سال . )35( باشد مي

اين پديده با توليد . سريعي را در سرتاسر دنيا داشته است
ي مراحل  هاي بسيار زياد درنتيجه ضايعات آلي و پساب
گيري  زميني از قبيل شستشو، پوست مختلف فراوري سيب

پساب . )44( همراه بوده است اضافي ديگر، اتيعملو 
حاصل از شستشو حاوي تمام تركيبات محلول در آب 

درصد مواد حل  1آب حاصل حاوي . زميني است سيب
درصد اين مواد تركيبات نيتروژني  60شونده است كه 

دوسوم اين تركيبات نيتروژني را اسيدهاي آمينه . هستند
مطالعات  .ددهن ها تشكيل مي سوم باقيمانده را پروتئين ويك

درصد  6/23كروماتوگرافيك نشان داده است كه  حدود 
اسيد هاي آمينه متعلق به آمينواسيد آسپاراژين است و ميزان 
اين اسيد آمينه بعد از گلوتامين در جايگاه دوم قرار دارد 

)26 .(  

صنايع (بنابراين با توجه به كاربردهاي دارويي و صنعتي 
رسد بررسي و به نظر مي آسپاراژيناز،-Lآنزيم ) غذايي

به ويژه آسپاراژيناز- Lهاي توليد كننده آنزيم كشف باكتري
تر از منابع جديد هم به هايي با عوارض جانبي كمآنزيم

لحاظ علمي و هم به لحاظ پزشكي و صنعتي حائز اهميت 
ي يك  ازآنجا كه احتمال جداسازي باكتري توليدكننده. باشد

ستراي آن وجود دارد هايي كه سوب آنزيم در محيط 
هاي  بيشتراست، مطالعه حاضر احتمال حضور باكتري

ي آنزيم آسپاراژيناز را در پساب حاصل از  توليدكننده
  .داد زميني را مورد بررسي قرار فراوري سيب

  مواد و روشها
ي از پساب حاصل بردار نمونه: يبردار نمونهمحل و روش 

زميني بعد از كنده شدن پوست  از شستشوي سيب
ي توليد چيپس در شهرك  زميني از يك كارخانه سيب

، طول جغرافيايي 38فيايي اجغرض با عر(صنعتي شبستر 
 يها ظرف در) دريااز سطح  متر 1340 و ارتفاع 45
و  شد اي استريل و با رعايت شرايط استريل انجام يشهش

درجه سلسيوس به آزمايشگاه  4حفظ دماي نمونه ها با 
  .منتقل شد

درشرايط : هاي موجود در پساب جداسازي باكتري
  محيط كشت ها نمونهدهم حجم  استريل به ميزان يك

Luria Broth )LB (37 دماي در ها ريخته شد و روي نمونه 
ساعت گرماگذاري شدند تا  24 سلسيوس به مدت درجه
پس از تهيه  .ها افزايش يابد ميزان آنها رشد كرده و  باكتري

ميكروليتري  100ي  ها چندين نمونه سري رقت از باكتري
ها برداشت شد و روي محيط نوترينت آگار تلقيح  از لوله

ساعت  24درجه سلسيوس به مدت  37شد و در دماي 
شامل  يماكروسكوپاي ه بررسي ويژگي. گرماگذاري گرديد

 جنس و هيحاش سطح، گ،رن ،يظاهر شكل ،يكلني اندازه
هاي داراي  هاي رشد كرده انجام گرفت و كلني ي باكتريكلن

سازي  اي خالص ظاهر متفاوت از طريق كشت چهار منطقه
  .شدند

شناسايي : ها هيجدايي ايميوشيبي هاي ژگيويي شناسا
شامل  يكروسكوپيمي هايژگيبر اساس وها اوليه جدايه

و  اندازه،، )يچيمارپ ،يكرو ،يا لهيم( سميكروارگانيشكل م
 حركتي ها آزمون با) 5، 32(  شد انجام اسپور وجود

 ازي برخنيز  )19( دازياكس و )37( كاتالاز، )41(
  . ديگرد نييتع ها هيجداي اين  هياوليي ايميوشيبي ها يژگيو
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ي  هاي توليدكنندهغربالگري و نگهداري جدايه
 هاي يمآنز توليد در كارآمد براي تعيين باكتري: آسپاراژيناز

استفاده ) M9 )25كننده آسپاراژيناز محيط كشت  يبتخر
محيط كشت بعد از تهيه اتوكلاو شد سپس گلوگز و . شد

اسيد آمينه ي آسپاراژين در شرايط استريل به داخل محيط 
خطي در پليت صورت   بهباكتري ها . كشت اضافه گرديد

 24ها به مدتپليت. هاي حاوي محيط كشت داده شدند
هايي كلني. درجه سلسيوس گرماگذاري شدند 37ساعت در

يجاد شده بود اي صورتي رنگ  هالهكه در اطرافشان 
نگهداري . ها استفاده شد انتخاب و براي بقيه مراحل از آن

ي آنزيم آسپاراژيناز نيز در محيط  هاي توليدكنندهجدايه
درجه سلسيوس انجام  - 20حاوي گليسرول و در فريزر 

  .شد

هاي اسايي مولكولي و آناليز فيلوژنتيكي جدايهشن
براي شناسايي مولكولي و تاييد خصوصيات : منتخب

- روش فنلها به  باكتري DNAبيوشميايي ابتدا استخراج 
 16S rDNAتكثيرتوالي ). 11( كلروفرم انجام شد

هاي منتخب با استفاده از آغازگرهاي عمومي  باكتري
و  '27F  :5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3رفت

: 1492Rآغازگرهاي عمومي برگشت 
5'TACGGCTACCTTGTTACGACTT3' انجام شد 

شرايط دمايي دستگاه ترموسايكلر نيز بدين صورت ). 23(
دقيقه،  5به مدت  oC95واسرشت ابتدايي در دماي : بود

، oC94 ثانيه در  30مرحله تكثير شامل مرحله واسرشت 
، مرحله طويل oC60 ثانيه در 40مرها مرحله اتصال پراي

و در نهايت مرحله گسترش نهايي  oC 72ثانيه در  40شدن 
، PCRپس از انجام . انجام گرفت oC 72دقيقه در  10

درصد  يكروي ژل آگارز قطعات حاصل از تكثير 
تخليص شده جهت  PCRمحصولات . الكتروفورز گرديد

 افزار نرمترادف بدست آمده توسط . يابي ارسال شدتوالي
ChromasPro  بازخواني و ويرايش شده و سپس با استفاده

هاي موجود در بانك ژن با ديگر توالي BLASTافزار نرماز 

و ميزان شباهت آن با در اين پايگاه اطلاعاتي مقايسه شد 
هاي ، تعيين و براي بررسيشده  ثبتهاي مختلف  باكتري

ها پس از حليل فيلوژنتيكي جدايهت. بعدي ذخيره گرديد
هاي مشابه ورسم درخت فيلوژنتيك با استفاده يافتن توالي

-Neibourو با الگوريتم  )MEGA5)42  افزار از نرم

joiningh هاي درخت با استفاده بررسي شاخه. انجام گرديد
 گيري انجام شدبار نمونه 1000با  Bootstrapاز الگوريتم 

)20.(  

جدايه : ميزان فعاليت آنزيم آسپاراژينازسنجش كيفي 
ساعت  24به مدت  LBهاي انتخاب شده در محيط كشت 

ميكروليتر از هر يك از  30. كشت داده شدند
هاي ايجادشده توسط  هاي باكتريايي در چاهك سوسپانسيون

ريخته  M9پيپت پاستور در مركز پليت حاوي محيط كشت 
- Lبدون  M9هاي محيط كشت براي كنترل از پليت. شد

عنوان   به( NaNO3 حاوي  M9آسپاراژين و محيط كشت 
سپس سنجش . استفاده شد) جاي آسپاراژين منبع نيتروژن به

ها انجام  ي صورتي در اطراف كلني و چاهك قطر هاله
  ). 29(گرفت 

ي زيستي  سنجش كمي فعاليت آنزيم آسپاراژيناز در توده
ابتدا از جدايه ي : هاجدايهو مايع رويي حاصل از كشت 

كشت تهيه شد و اجازه داده شد توليد كننده ي آنزيم پيش
درجه  37ساعت در دماي  24كه باكتري به مدت 

دور در دقيقه، در داخل انكوباتور  170سلسيوس با سرعت 
ساعت،  24بعد از گذشت . شيكر هوادهي شده و رشد كند

 250حاوي  هايكشت به فلاسكليتر از پيش ميلي 5/2
آسپاراژين، گلوتامين، % 1حاوي  M9ليتر محيط كشت ميلي

NaNO3  و فلاسك شاهد حاوي محيط كشت بدون هيچ
در انكوباتور  مجدداًمنبع نيتروژني اضافه گرديد و ارلن ها 

بعد از . درجه قرار گرفتند 37روز در دماي 2شيكر به مدت
نتقل و ليتري مميلي 50روز محتويات فلاسك، به فالكن  2

پس ). 4(سانتريفيوژ شدند  6000دقيقه با دور  20به مدت 
آوري ها جمعيي فالكونرو يعمااز اتمام سانتريفيوژ، 
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ي زيستي نيز جداسازي  رسوبات مربوط به توده. گرديد
ليتر  ميلي 5ي زيستي  بر روي رسوبات مربوط به توده. شد

. اضافه شد) pH=8/7(ميلي مولار  Tris 05/0بافر 
درجه  4دقيقه و در دماي  6پالس در  30سونيكاسيون 

سلسيوس اعمال شد و محصول سونيكاسيون مورد 
دقيقه قرار  20به مدت  13000سانتريفيوژ يخچالدار با دور 

رويي حاصل از ميكروليتر از خود مايع 500). 12(گرفتند 
ها و يا مايع رويي حاصل از  سانتريفيوژ اوليه باكتري

ميكروليتر بافر  500ي زيستي با  ونيكاسيون رسوبات تودهس
Tris-HCl 50  5/8(ميلي مولار=pH ( ميكروليتر  500وL -

درجه  37مولار مخلوط شد و در دماي  04/0آسپاراژين 
 500سپس . دقيقه گرماگذاري گرديد 20سلسيوس به مدت 

جهت توقف واكنش آنزيمي   W/V10(%TCA(ميكروليتر
دور در  12000دقيقه با سرعت  10مدت  افزوده شد و به

براي نمونه شاهد بدون فعاليت . دقيقه سانتريفيوژ شد
آنزيمي هم همين مراحل تكرار شد با اين تفاوت كه پس از 

آنزيم به مخلوط بافر و  TCAتوقف واكنش آنزيمي توسط 
 10ها  به مدت سپس سانتريفيوژ نمونه. سوبسترا اضافه شد

سنجش  .دور در دقيقه انجام گرفت 12000دقيقه با سرعت 
ي روش رنگ سنجي و  كمي توليد آنزيم آسپاراژيناز بر پايه
 نرخدر طي اين واكنش . واكنش نسلريزاسيون انجام گرفت

 با اكيانتشارآمون گيري اندازها بآسپاراژين - L زيدروليه
 نييتعو استفاده از معرف نسلر،  نسلر واكنش از استفاده

ميكروليتر  100ميكروليتر از نمونه با  100بنابراين. شود مي
ليتر آب مقطر مخلوط شد و به  ميلي 8/3معرف نسلر و 

درجه سلسيوس گرماگذاري شد و  25دقيقه در  20مدت 
نانومتر خوانده  450ها در طول موج نمونه ODدر نهايت 

 اكيمقدارآمونهاي حاصل،  ODشد و بر اساس اختلاف 
 محاسبه وميآمون استانداردي منحن از استفاده باشده  آزاد
آنزيم برابر با مقدار آنزيمي است كه  تيفعال واحد كي. شد

ميكرومول آمونياك توليد  1بتواند در عرض يك دقيقه 
  ). 4(نمايد 

 دشدهيتولسنجش فعاليت آنزيم پس از تغليظ آنزيم 
رويي حاصل از پس ازجمع آوري مايع: هاتوسط جدايه
هاي موجود در مايع رويي با استفاده  ها، پروتئينرشد جدايه

 درجه 4درصد در دماي  80نمك آمونيوم سولفاتاز 
محلول به مدت يك شب در . سلسيوس رسوب داده شد

شده  يخچال نگهداري شد و در ادامه محلول رسوب داده 
دقيقه با دور  20ريخته و ليتري ميلي 50را به درون فالكون 

ي آور جمعرديد، رسوب حاصل از آن سانتريفيوژ گ 6000
. )3( معلق شد) Tris-HCl)Mm 50 ،5/8=pH و در بافر 

براي . هاي دياليز استفاده گرديدبراي حذف نمك از كيسه
روئي روئي و مايعهاي مايع غلظت ميزان پروتئين نييتع

هاي  نمودار استاندارد جذب نوري غلظتابتدا تغليظ شده 
با استفاده از روش برادفورد ، سرم آلبومين گاويمعين 

ي خطي آن با استفاده از سپس رابطهو  ترسيم گرديد
براي سنجش غلظت پروتئين . محاسبه شد Excelافزار  نرم

ميكروليتر پروتئين  100تخليص شده با روش برادفورد، 
ميكروليتر معرف برادفورد مخلوط  900تخليص شده با 
سپس تعيين ). 6(نانومتر خوانده شد  595شده و جذب در 

جاي استفاده  ي انجام شد با اين تفاوت كه به ميآنزفعاليت 
از مايع رويي از مقادير مساوي از پروتئين تغليظ شده 

  . استفاده گرديد

يم توليدي آنزگلوتامينازي –Lسنجش كمي فعاليت 
يناز گلوتام-Lبراي بررسي فعاليت آنزيمي : هاتوسط جدايه

جاي سوبستراي آسپاراژين از  فقط در سنجش فعاليت به
مولار استفاده شد و  04/0سوبستراي گلوتامين به ميزان 

  ). 28(دقيقه انجام گرفت  20سنجش در 

 ثيربراي بررسي تا: سنجش دماي بهينه ي فعاليت آنزيم
دما هاي مختلف بر روي فعاليت آنزيم، سنجش فعالبت 

، 25ي مخلوط سنجش در دماهاي آنزبم بعد از گرماگذار
 30درجه سلسيوس و به مدت  60، 55، 50، 45، 40، 37

  ). 18(دقيقه انجام شد 
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  نتايج
پس : هاي جدايه يهاولجداسازي و غربالگري و شناسايي 

 5هاي نوترينت آگار ها بر روي پليت از جداسازي باكتري
هاي  يژگيوسازي شدندو  كلوني انتخاب و خالص

ها بر  سپس كشت آن. ها تعيين شد يوشيميايي اوليه آنب
تغيير رنگ جدايه قابليت  2نشان داد كه  M9روي محيط 

اين تغيير رنگ . ها به رنگ صورتي را داشتندپليت
دهنده شرايط قليايي در محيط و توليد آمونياك در اثر  نشان

. شكستن آسپاراژين توسط فعاليت آنزيم آسپاراژيناز است
يوشيميايي و ايجاد بي ظاهري، ميكروسكوپي، ها تستنتايج 

  .آمده است 1در جدول  M9هاله در محيط 

 هاي منتخب هاي ظاهري و كلني يژگيو -1جدول 

نام انتخابي 
 براي جدايه

  ويژگي كلني
ي صورتي ايجاد هاله
 M9در 

نوع 
  گرم

توليد 
 اسپور 

تست 
  اكسيداز

تست 
  كاتالاز

  حركت
شكل 

  ميكروسكوپي

PW1 ي كوتاها لهيم  + +  _  - - - ي غير منظمهاهيحاشسفيد رنگ مواج با  
PW2  يا لهيم  + +  +  + + _ زرد رنگ موكوئيدي گرد و محدب  
PW3  ي ا لهيم  + +  _  - _ _ زرد رنگ، شفاف، كمي محدب  
PW4   ي كوتاها لهيم  +  +  -  -  -  + ي منظم هيحاشسفيد، گرد، شفاف صاف با  
PW5  كوكسي   _ -  -  - + + سفيد مايل به كرم، كوچك صاف  

  

ي آنزيم و نتايج  هاي توليدكنندهشناسايي مولكولي جدايه
نتايج ژل الكتروفورز : هاي بيوشيميايي تائيدي آزمايش

ها در جدايهS rDNA16محصولات حاصل از تكثير توالي 
مقايسه نتايج توالي يابي قطعات . شده استآورده  1شكل 
هاي موجود در هاي منتخب با تواليي جدايه افتهتكثير ي

، PW4مشخص گرديد كه جدايه ي NCBIپايگاه اطلاعاتي 
به % PW5 25/97جدايه ي و .coli Eبه باكتري %  8/99

درخت . شباهت داردEnterococcus italicus باكتري 
نشان دادن روابط جدايه ها نيز فيلوژنتيك رسم شده براي 

  .شده است  نشان داده 3و 2در شكل 
  

  
  )bp 100( DNAه نشانگر انداز: 1ستون. جدايه هاS rDNA 16مربوط به تكثير توالي ) bp1500(باندهاي -1شكل 

  PCR.محصولات : 5تا  2ستون
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اعداد ذكر شده در محل . اندنمايش داده شده Neighbor-joiningروابط فيلوژنتيك بر اساس روش  .PW4ي درخت فيلوژنتيك جدايه-2شكل 

  .قرار داده شده است outgroupبه عنوان  Salmonella entericaباكتري. نمونه است 1000از   Bootstrapگيري انشعاب نشانگر درصد نمونه

  
اعداد ذكر شده در محل . اندنمايش داده شده Neighbor-joiningروابط فيلوژنتيك بر اساس روش  .PW5درخت فيلوژنتيك جدايه ي -3شكل 

  .قرار داده شده است outgroupبه عنوان  Lactococus lactisباكتري. نمونه است 1000از  Bootstrapگيري انشعاب نشانگر درصد نمونه

سنجش كيفي توليد آنزيم از : يسنجش فعاليت آنزيم
ي صورتي رنگ در اطراف كلني  طريق سنجش قطر هاله
ي ايجاد شده در مورد جدايه ي  نشان داد كه قطر هاله

PW4 15 ي متر و در مورد جدايه يليمPW5 8 متر  يليم
در رابطه  ODدر سنجش كمي نيز مقادير اختلاف . بود

د و ميزان خطي حاصل از رسم منحني استاندارد گنجانده ش
ميكرومول محاسبه و سپس ميزان  برحسب آزادشدهآمونيوم 

 ODميزان اختلاف . واحد فعاليت آنزيم تعيين گرديد
حاصل از سنجش فعاليت آنزيم در مايع رويي حاصل از 

ي زيستي و تغليظ  ها، سونيكاسيون توده كشت باكتري

ي آنزيم، فعاليت ويژه. آمده است 2پروتئين در جدول 
سازي و بازده آنزيم در مورد ميزان خالص ،پروتئينميزان 

رويي و پس از تغليظ آن نيز بيشترين فعاليت آنزيم در مايع
ميزان فعاليت آنزيم . آورده شده است 3در جدول 

آسپاراژيناز در صورت استفاده از گلوتامين در كشت 
رويي حاصل از باكتري و سنجش فعاليت آنزيم در مايع

 IUاز همه بالاتر و برابر با PW4ي دايهكشت باكتري در ج
در شرايط مشابه  PW5ميزان توليد آنزيم توسط . است 10

سنجش فعاليت گلوتامينازي آنزيم . است IU2برابر با 
توليدي در مورد هر دو جدايه ي ناچيز و نزديك به صفر 
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ميزان فعاليت آنزيم آسپاراژيناز در صورت ). 4جدول (بود 
ژين در كشت باكتري و سنجش فعاليت استفاده از آسپارا
ي رويي حاصل از كشت باكتري در جدايهآنزيم در مايع

PW4  برابر باIU 66/6 ميزان توليد آنزيم توسط . است
PW5  در شرايط مشابه برابر باIU 33/2 بود.  

  

هاي در مورد  جدايه) C(رويي تغليظ شده و مايع) B(ي سونيكه شده  توده يستزو) A(روييدر مايع) IUml-1(آسپاراژينازي  ميزان فعاليت-2جدول 
PW4  وPW5  

        PW4                           PW5 
 جدايه

  نوع محيط كشت
0                            033/0 A محيط كشت شاهد  

066/0                        033/0 

0                                 0  
B 

C 

033/0                     066/0 A محيط كشت حاويNaNO3 

1/0                           1/0 
033/0                            0  

B 

C 

6/6                         33/2 Aمحيط كشت حاوي آسپاراژين  
3/0                        1/0 

5                                 2  
B 

C 

10                          2 Aمحيط كشت حاوي گلوتامين  
2/0                             1/0  
9                              65/1  

B 

C 
  

رويي رويي و مايعي فعاليت آنزيم در مايعسازي آنزيم در مورد بيشينهبازده و ميزان خالصي آنزيم، محاسبه ي ميزان پروتئين، فعاليت ويژه -3جدول 
  PW5و  PW4هايتغليظ شده در مورد جدايه

  جدايه  (%)بازده  )IUmg-1(فعاليت ويژه  )mg ml-1(ميزان پروتئين )IUml-1(فعاليت آنزيم  نمونه
  10  روييمايع

33/2  
233/1  
43/0  

11/8  
41/5  

100  
100  

PW4  
PW5  

 9  رويي تغليظ شدهمايع
2  

706/0 
28/0  

85/12  
14/7  

90  
85  

PW4  
PW5  

  

 PW5وPW4 ي يدشده توسط جدايهتولآنزيم  )IUml-1(گلوتامبنازي ميزان  فعاليت  -4جدول 

PW4         PW5 
جدايه

  كشت محيط نوع
  محيط كشت شاهد 0                0
 NaNO3محيط كشت حاوي   0                0

  محيط كشت حاوي آسپاراژين 066/0           0
  محيط كشت حاوي گلوتامين  033/0        033/0
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نتايج مربوط به : سنجش دماي بهينه ي فعاليت آنزيم
 PW4ي سنجش ميزان فعاليت آنزيم توليدي توسط جدايه

دقيقه در  30در شرايط اعمال دماهاي مختلف به مدت 
كه اعداد نمودار نشان  همانطور. شود ديده مي 4شكل 

 40تا  37ي فعاليت آنزيم پس از اعمال  دماي  ينهبهدهد  مي
 25فعاليت آنزيم در . درجه سلسيوس مشاهده مي شود

در . ي سلسيوس است درجه 37كمتر از  سلسيوس ي درجه
سلسيوس فعاليت آنزيم به نصف كاهش  ي درجه 60دماي 

  . يابد يم

  
نمودار تاثير دما هاي مختلف بر روي فعاليت آنزيم حاصل از -4شكل 

 PW4ي جدايه

  بحث
آسپاراژيناز به دليل –Lمطالعات در مورد آنزيم  راًياخ

خاصيت ضدسرطاني آن مورد توجه بيشتري قرار گرفته 
- گياهان، پستانداران و گونهآسپاراژيناز در بسياري از . است

در اين مطالعه جهت . )1( هاي باكتري يافت شده است
هاي توليدكننده آسپاراژيناز از روش  جداسازي باكتري

 بادو جدايه باكتريايي . غربالگري در پليت استفاده شد
سازي گرديد يكي آسپاراژيناز خالص-Lتوليد آنزيم  تيقابل

. شناسايي شدE. coli باكتري  عنوان  به )PW4(ها از جدايه
، Gammaproteobacteriaي اين باكتري گرم منفي از رده

ي  خانوادهو  Enterobacterialsي راسته
Enterobacteriaceae ها حضور بسياري از باكتري .است

 كاملاًي فرآوري نشده، نيمه فراوري شده و نيزم بيسدر 
هاي موجود نوع باكتري. فرآوري شده گزارش شده است

در كارخانجات فرآوري و محصولات تحت تاثير خاك 

زميني، تيمارهاي پرورشي كشاورزان، بستر رشد سيب
ي نگهداري و وضعيت هواي هاي برداشت، نحوهروش

-يكي از شايعترين باكتري E. coliكارخانه دارد و باكتري 

محتواي  ).14(اين كارخانجات است  هاي موجود در
زميني نيز ميكروبي آب مورد استفاده براي شستشوي سيب

يك فاكتور تاثيرگذار در محتواي ميكروبي پساب 
 .Eباكتري . )21( زميني استكارخانجات فراوري سيب

coli يك باكتري همه جائي است و عضو فلور نرمال روده -

با توجه به نكات ذكر شده حضور . )45( ي انسان نيز است
قابل  كاملاًباكتري در پساب فراوري سيب زميني  اين نوع

توليد آسپاراژيناز توسط اين باكتري در منابع . قبول است
ي  ترين باكتري توليدكنندهاصلي. شده است مختلفي گزارش

عنوان مصارف داروئي نيز اين باكتري  آنزيم آسپاراژيناز به 
و همكارانش  Syed Sajitha 2015در سال ). 7(باشد  مي

 E. coliرا از باكتري  )ansB(آسپاراژيناز -Lژن كدكننده 
كلون و بيان ژن كد كننده آنزيم در ميزبان . جداسازي كردند

و سنجش ميزان توليد آنزيم نوتركيب ) مخمر(يوكاريوتي 
ي جدايه. )39( را نشان داد IU/ml5/2سلولي  ميزان خارج
شناسائي  italicus Enterococcusعنوان به )PW5(دوم 
ي  راسته، Bacilliي  ردههاي گرم مثبت از  اين باكتري. شد

Lactic acid bacteria ي و خانوادهEnterococaceae  است
قبلاً در  Enterococcusحضور اعضاي جنس ). 43(

كارخانجات مختلف غذايي و سطوح گياهان مختلف به 
وجود اعضاي جنس  ).2، 9، 31، 38( اثبات رسيده است

Enterococcus  ي انسان نيز به اثبات ها و رودهخاكدر
نيز اولين بار از  .italicus Eباكتري .  )24،27( رسيده است

توليد آنزيم آسپاراژيناز . )22( پنبر جداسازي شده است
توسط اعضاي اين جنس به سبب وجود ژن آسپاراژيناز در 

هيچ گزارشي مبني بر ). 16(بيني است آنها قابل پيش
باكتري از كارخانجات مرتبط با فراوري جداسازي اين 

سيب زميني و يا سنجش ميزان توليد آنزيم آسپاراژيناز 
سنجش مقادير توليد آنزيم . توسط اين باكتري وجود ندارد

شده ي سونيكهرويي و زيست تودهدر مايع) 2جدول (
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سنجش مقادير . سلولي استنشان مي دهد كه آنزيم خارج
دهد كه بالاترين يي نيز نشان ميروتوليد آنزيم در مايع

 E. coli10 ميزان توليد آنزيم آسپاراژيناژ توسط باكتري 
 E. italicus 33/2بالاترين ميزان توليد آنزيم توسط  وواحد 

طبق نتايج بدست آمده به نظر مي رسد استفاده . واحد است
اثرات  PW4ي از سوبستراي اوليه گلوتامين در مورد جدايه

ي پديده. توليد آنزيم آسپاراژيناز دارد تحريكي براي
سنجش . )33( گزارش شده است 2004مشابهي در سال 

داد ) 4جدول (ميزان فعاليت گلوتامينازي آنزيم نيز نشان 
گلوتامينازي  ها فعاليتكه آنزيم توليدي هيچ يك از جدايه

دهند و اين امر در مقاصد استفاده را نشان نمي قابل توجهي
مصارف داروي ضدسرطاني مزيت محسوب  از آنزيم در

مي شود؛ چرا كه نشان داده شده است كه نه تنها اين 
فعاليت براي اثرات ضدسرطاني آسپاراژيناز لازم نيست، 
بلكه فعاليت آسپاراژينازي در كنار فعاليت گلوتامينازي 

يابد و فعاليت گلوتامينازي باعث ايجاد اثرات كاهش نيز مي
و  Anjana 2017در سال  ).10(شود  يجانبي در بيماران م

ي آنزيم هاي توليد كنندههمكارانش به جداسازي باكتري

بدون فعاليت گلوتامينازي از ريزوسفر گياهان  آسپاراژيناز
نتايج حاكي از آن بود . پرداختند ها رودخانهمختلف و آب 

 Pseudomonas otitidis ،Enterobacterي جدايه 4كه تنها 

cloacae ،Ochrobactrum anthropic وEcsherichia 

fergusoni سنجش . )40( فاقد فعاليت گلوتامينازي بودند
شكل ( PW4توليدي توسط جدايه ي  بهينه ي دمائي آنزيم

درجه  37نيز نشان داد كه بالاترين فعاليت آنزيم در ) 5
توسط  2016در تحقيقي كه در سال . سلسيوس بوده است

Zeinat K.Mohamed باكتري  150كارانش انجام شد، و هم
-Lجدا شده از رود نيل از نظر توانايي توليد آنزيم 

آسپاراژيناز مورد بررسي قرار گرفت و نتايج نشان داد كه 
 E. coliبيشترين فعاليت توليد آسپاراژيناز مربوط به باكتري 

 درجه سلسيوس است 37و دماي بهينه براي توليد آنزيم 
 Remya Radhaاي ديگري در همان سال در مطالعه. )30(

آسپاراژيناز نوتركيب -Lيي بر روي ها يبررسو همكارانش 
ند كه نتايج ه اانجام داد Vibrio choleraتوليد شده توسط 

نشان داده است كه اين آنزيم حداكثر فعاليت خود را در 
  ). 36(دهد درجه سلسيوس نشان مي 37دماي بهينه 
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Abstract 

L-asparaginase is an enzyme which hydrolyzes the amino acid asparagine into aspartic 
acid and ammonia. L-asparaginase used for leukemia and lymphoma treatment is 
produced mainly from bacteria such as Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi and 
search continues to find new sources for this enzyme. In this study, isolation of bacteria 
producing L-asparaginase from wastewater of potato processing was performed.The 
wastewater containing all the soluble compounds in potato juice, such as significant 
amounts of asparagine amino acids. Bacterial isolation and screening were performed 
on nitrogen agar and M9 media. Two isolates, called PW4 and PW5, were able to 
produce ammonium in the M9 medium. The results of molecular identification and 
biochemical tests showed that these isolates belong to the genus Escherichia and 
Enterococcus, respectively. Quantitative and qualitative measurements of the enzyme 
production of these isolates were carried out in different conditions. The highest enzyme 
activity of 10 IUml-1 was seen in PW4 isolate growth in the in a medium containing 
glutamine. The maximum amount of enzyme activity of PW5 isolate, 2.33 IUml-1 was 
observed as a result of bacterial culture in a culture medium containing asparagine. The 
enzymes produced by both isolates did not show glutaminase activity. The maximum 
activity of the enzyme produced by PW4 isolate was evaluated at 37 °C and enzyme 
activity decreased at lower and higher temperatures. These results suggest that this 
enzyme has a potential to be further studies for use in drug design.  
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