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 سلولی خارج آسپارژیناز بیوشیمیایی تاخصوصی تعیین و شناسایی جداسازی،

 خاک از جداشده گلوتامینازی خاصیت فاقد 

 محمد یعقوبی آوینیو  پورابراهیمیغلامحسین، غلامی نسرین

 یکروبیم یفناور ستیو ز یولوژیکروبیگروه م ،یستیز یدانشکده علوم و فناور ،یبهشت دیدانشگاه شه تهران، ،رانیا

 09/09/1401 تاریخ پذیرش: 05/04/1401 :دریافتتاریخ 

 چکیده

 مطالعه هدف. دارد...  و غذایی پزشکی، دارویی، از اعم مختلف صنایع در زیادی کاربردهای آسپاراژیناز-ال آنزیم

 استفاده با اولیه جداسازی .باشد می گلوتامینازی فعالیت فاقد آسپاراژیناز-ال آنزیمی های ویژگی سازی بهینه حاضر

 فعالیت مطالعه برای اراژینازپآس-ال مولد و صورتی هاله دارای های کلنی. شد انجام یافته تغییر M9 محیط از

 عوامل تاثیر. شد گیری اندازه نسلر روش با یمیآنز فعالیت. گردیدند انتخاب گلوتامینازی فعالیت و آسپاراژینازی

 قرار سنجش مورد نازیآسپاراژی فعالیت روی بر مختلف هاییون اثر و pH دما، انکوباسیون، زمان جمله از مختلف

 برای ،بود گلوتامینازی فعالیت فاقد و بالا آسپاراژینازی فعالیت دارای که جدایه 17 از یکی ،مطالعه این در .گرفت

 باکتری بیوشمیایی، و شناسی ریخت خصوصیات و 16SrDNA یابیتوالی راساسب.شد انتخاب پژوهش ادامه

 تولید آسپاراژیناز آنزیم. شد شناسایی sbu-  Bacillus subtilis 1 یسویه عنوان اب شباهت %99.9 با شده جداسازی

 داشته را (U/ml 80/8)  آنزیمی فعالیت میزان بالاترین pH= 7 سانتیگراد، درجه 40 دمای در باکتری این توسط شده

 شده %107 و %112 حدود تا آسپاراژینازی فعالیت افزایش باعث بترتیب کلسیم و کبالت های یون همچنین است،

 فعالیت بدون جدید آسپاراژیناز آنزیم معرفی به تواند می پژوهش این آمده، بدست نتایج به توجه با.است

  .کند کمک دارو مصرف از ناشی جانبی عوارض و زایی حساسیت یت،سم کاهش جهت در گلوتامینازی،

 Bacillus subtilis گلوتامینازی، فعالیت آسپارژیناز،-ال: کلیدی های واژه

 g-ebrahimi@sbu.ac.ir* نویسنده مسئول، پست الکترونیکی: 

 قدمهم

 می جهان و انسان سلامت تهدیدکننده های بیماری مهمترین از که ها سرطان از مختلفی انواع روزافزون گسترش به توجه با

 گذشته از بیش کمتر، جانبی عوارض با دارویی ترکیبات انتخاب مخصوصا سرطان درمان در موثرتر های بروش دستیابی ،باشد

 صنعت در درمانی های آنزیم ترین اصلی جمله از ژینازاآسپار -ال آنزیم. (8) است کرده مشغول بخود را دانشمندان توجه

 در که است آنزیمی آسپاراژیناز،-ال آنزیم. (20) ودش می محسوب سرطان ضد داروی یک بعنوان و داروسازی و پزشکی

 پروتئین سنتز توقف با ژیناآسپار -ال آنزیم. (7) کند می بازی نقش آمونیاک و اسید آسپارتیک -ال به آسپاراژین -ال تجزیه

 کمبود ی،انسان طبیعی های سلول بیشتر. (16) شود می سرطانی سلول مرگ و آپوپتوز القای باعث ،سرطانی ولهایلس در

 های سلول در حالیکه در کنند، می جبران سنتتاز ژیناآسپار آنزیم ترشح ازجمله دیگری سنتزی مسیرهای از را ژیناآسپار

 شده آمینواسید این به ها سلول این دسترسی کاهش باعث خون در موجود ژیناآسپار بردن بین از با ژینازاآسپار آنزیم سرطانی
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 مرگ دچار آسپاراژین ساخت در ناتوانی و سنتتاز آسپاراژین آنزیم فعالیت کمبود بدلیل یسرطان های سلول  نتیجه در و

  .(9) روند می بین از و شده سلولی

. کند می جلوگیری ها لنفوسیت تکثیر از توجهی قابل بطور آسپاراژیناز آنزیم اخیر های بررسی و شده انجام مطالعات براساس

 برای درمانی شیمی ترکیبی داروی شکل به آسپاراژیناز آنزیم .شود می ها لنفوسیت تکثیر از عمان %98 حدود تا آسپاراژیناز-ال

 آسپاراژیناز. (3) شود می استفاده کودکان در غیرهوچکینی لنفوم و کودکان و بزرگسالان در حاد لنفوبلاستی لوسمی درمان

-ال بالینی، های کاربرد این بر علاوه .شود می تفادهاس غذا کیفیت حفظ و آمید آکریل حذف منظور به غذایی صنایع در حتی

 در طبیعی بطور که آسپارژینی-ال آمینه اسید غذا، کردن گرم طی در. شود می استفاده نیز غذایی مواد فرآوری در آسپاراژیناز

 انیهپن عوامل ردمیلا های واکنش در متاسفانه،. شود می ای قهوه میلارد های واکنش دچار دارند، وجود ای نشاسته غذاهای

 در آزاد آسپاراژین-ال میزان کاهش برای بالقوه راه یک آسپاراژیناز-ال. گیرد می شکل آمید آکریل مثل انسان در زایی سرطان

 . (17) است غذایی محصولات اولیه مواد

 در حالیکه در شده، ازیجداس ها باکتری و مخمرها ها، قارچ گیاهی، جانوری، سلولهای مانند گوناگونی منابع از آنزیم این

 گیاهی و حیوانی منابع به نسبت بیشتری های مزیت میکروبی منابع از مشتق های آنزیم. است نشده گزارش آنزیم این انسان

 آنها ارزانتر هزینه حتی و بالاتر پایداری مستمر، و فراوان منابع کاتابولیکی، های فعالیت وعتن به توان می جمله آن از که دارند

 دانشمندان توجه مورد کنند می ترشح سلولی برون بصورت را آسپاراژیناز آنزیم که میکروبی منابع همچنین .(11) کرد هاشار

 پذیرد می انجام سهولت به آنزیم سازی خالص و تخلیص روند سلول از بیرون به آنزیم ترشح صورت در زیرا. اند رفتهگ قرار

 و E. coli باکتری گونه دو از آنزیم این انبوه تولید برای صنعت در امروزه .(6) است تر بصرفه مقرون اقتصادی نظر از و

Erwinia caratovora (8) شود می استفاده. 

 تواند می آنزیم این توسط تولیدشده گلوتامینازی فعالیت که باشد می نیز گلوتامینازی فعالیت دارای آسپاراژیناز آنزیم گاها

 نرمال غیر شدن لخته و استفراغ و تهوع دیابت، لوزالمعده، آماس آلرژیک، های واکنش همانند ناپذیری جبران ای ثانویه اثرات

 .(12) باشد داشته

 انبوه تولید برای گام اولین آسپاراژیناز، -ال آنزیم صنعتی و دارویی حوزه در روزافزون کاربرد و بالا اهمیت به توجه با

 بنابراین. است پایین سلولی سمیت و جانبی عوارض و بالا تولید توان با یدجد های میکروارگانیسم به دستیابی آسپارژیناز

 فعالیت روی بر مختلف عوامل تاثیر و آسپارژیناز آنزیم کننده تولید باکتری شناسایی و جداسازی حاضر، مطالعه از هدف

 . گرفت قرار ارزیابی مورد آسپاراژینازی

 ها روش و مواد

 مواد

 بترتیب TSI و SIMهای کشت محیط شدند؛ خریداری آلمان Merck شرکت از پژوهش این در استفاده دمور شیمیایی مواد بیشتر

-RIEDEL  شرکت از  CuSO4 و MgSO4.7H2O شیمیایی مواد .گردیدند خریداری Oxoid و Difco های شرکت از

DEHAEN AG  ایه شرکت از ترتیب به گلوتامین و آسپاراژین های اسیدآمینه .شدند خریداری  Fluka و آلمان Sinchem کره 
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 نشانگر و پیشگام شرکت از که R 1492 و 27F شامل که 16Sr DNA ژن قطعه تکثیر برای شده استفاده آغازگر .شدند تهیه

 .شدند تهیه فرمنتاز شرکت از بازی کیلو یک اندازه با DNA مولکولی

 برداری نمونه

 برابر pH دارای شدند، تهیه آذربایجان مناطق( پروتئین از غنی) کشتارگاه  پساب های خاک از تحقیق این در استفاده مورد خاک

 در و شد برداشته خاک سطح متری سانتی 10 از استریل قاشق یک توسط ها نمونه. بود درصد 01/0 حدود در آن شوری و 7

 .یافت انتقال آزمایشگاه به استریل پلاستیکی ظروف

 آسپاراژیناز دمول باکتری کیفی غربالگری و جداسازی

 بمنظور .گردید حل فیزیولوژی سرم لیتر میلی 9 در و توزین خاک نمونه هر از گرم یک آزمایشگاه، به خاک نمونه انتقال از بعد

 شده ایجاد نسیونسوسپا از سسپ. شد زده هم rpm 100 دور با انکوباتور شیکر در ساعت 6 بمدت مخلوط نمونه، شدن همگن

( 10-6 ،10-5 ،10 -4) بالاتر رقت 3 زا لیتر میلی 1/0 مقدار و شد تهیه رقت سریال 10-6 میزان تا یلاستر فیزیولوژی سرم با

 گلوکز از متشکل) تغییریافته M9 محیط حاوی پلیت روی بر سطحی کشت بروش و دریگالسکی سرکج ای شیشه میله بوسیله

 Trace گرم، FeSO4.7H2O 001/0 گرم، K2HPO4 05/0 گرم، CaCl2. 2H2O 001/0 گرم، MgSO4. 5H2O 001/0 گرم، 1

Element 1/0 ،آنزیم کننده تولید های باکتری و شد داده کشت (لیتر میلی 100 دیونیزه آب و گرم 1/0 آسپاراژین گرم 

 یافته تغییر M9 محیط یبررو ای نقطه بصورت شده خالص های یباکتر.  گردیدند خالص متوالی کشت چند با آسپاراژیناز

 آنزیم کننده تولید های باکتری. دیگرد گرماگذاری ساعت 48 بمدت سانتیگراد درجه 37 یدما در ها تیپل. شد هداد کشت

 می صورتی به زرد از آن رنگ تغییر و محیط شدن قلیایی باعث رد، فنل معرف حضور در آمونیوم، سازی آزاد با آسپاراژیناز،

 .(20) شوند

 یگلوتامیناز خاصیت ودنب دارا نظر از یباکتر کیفی یگر غربال

 و گلوتامین گرم K2HPO4، 1/0 گرم 05/0 گلوکز، گرم 1 حاوی تغییریافته M9 محیط از گلوتامینازی فعالیت بررسی منظور به

 گردیده استفاده آسپاراژین آمینه اسید بجای گلوتامین آمینه اسید از کشت محیط این در .شد  استفاده دیونیزه آب لیتر میلی 100

 فعالیت سنجش برای شده انجام روش مشابه گلوتامینازی خاصیت دارابودن لحاظ از باکتری گری غربال وشر. است

 پتانسیل با باکتری .ودب آنزیم آسپاراژینازی-گلوتامیناز فعالیت بودن دارا دهنده نشان کشت محیط در رنگ تغییر .بود آسپاراژینازی

 انتخاب بعد مراحل برای ) منفی گلوتامیناز و مثبت آسپاراژیناز( نداشت یتامینازگلو خاصیت که آسپاراژینازی آنزیم تولید بالای

 .شد

 کلاسیک و فیلوژنتیکی بروش باکتری شناسایی 

  فیلوژنتیکی شناسایی

 یهااز گونه یکاستفاده شد. هر  16Sr DNA یابییتوال یهاشده از روش یجداساز یباکتر یمولکول ییبمنظور شناسا

 24براث کشت داده شد پس از  ینتنوتر یطمح یرو یباشند. ابتدا باکتریمنحصر بخود م 16Sr DNA یتول یرادا یاییباکتر
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 gبا دور  یقهدق 10بمدت  یگراددرجه سانت 4 یکشت در دما یطاز مح یترل میلی 1 یگراد،درجه سانت 37در  یونساعت انکوباس

 زانیم یبررس جهت وانجام گرفت  یناژناستخراج شرکت س تیطبق پروتکل ک DNAشد. مراحل استخراج  یفیوژسانتر10000

 -'Universal(5  یمرهایاز پرا پژوهش ین.در اشد یریگ اندازه نانومتر 280 و 260 موج طول دو در DNA جذب آن، خلوص

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'  27F:  ،5'- GGCTACCTTGTTACGACTT-3'  1492R: یرتکث یی( که توانا  

16S rDNAدارند، استفاده شد. یقیحق یهایباکتر یشترب یرا برا ومییبوزر 

که هر کدام  یکلس 30( 2قه، یدق 5مدت  یبرا یگراددرجه سانت 94 یهاول ی( دما1انجام شد:  یرمطابق برنامه ز یزن PCRواکنش  

( 3. یقهدق 1بمدت  دیگرادرجه سانت 72و  یهثان 40بمدت  یگراددرجه سانت 53 یقه،دق 1بمدت  یگراددرجه سانت 94شامل: 

و  ید% آگارز الکتروفورز گرد 1ژل  توسط PCRمحصول  یتا. نهایقهدق 10بمدت  یگراددرجه سانت 72 ییشدن نها یلمرحله طو

با  یدینوکلئوت یهایانجام گرفت. پس از جفت کردن توال یستتوسط شرکت تکاپو ز PCRمحصول  یدینوکلئوت یتوال یینتع

ها با اطلاعات آن شباهتقرار گرفتند و  یمورد بررسNCBI  در Blastها به کمک نرم افزار یتوال نی، اChromasProنرم افزار 

با استفاده  یلوژنتیکمشابه و رسم درخت ف یها یتوال یافتنپس از  یلوژنتیکی،ف یلتحل جهت شد. یسهمقا ژنی بانکموجود در 

 یتمدرخت با استفاده از الگور یها شاخه ی. بررسیدنجام گردا Neibour-joiningh یتمبا الگور و MEGA5(42)از نرم افزار 

Bootstrap  (.2) شد انجام گیری نمونه ربا 100با  

 بیوشیمیایی و فنوتیپی شناسایی

 یداز،گرم، اکس یزیمانند رنگ آم ییانتخاب شده همچون تست ها یباکتر یوشیمیاییو ب یکیمورفولوژ یاتمنظور خصوص ینبد

 قرار گرفت. یمورد بررس و ... SIMکاتالاز، 

 آسپاراژیناز -ال آنزیمی فعالیت کمی سنجش

 مقدار اساس بر روش این. (6) گرفت انجام تغییرات، کمی با نسلریزاسیون روش طبق آسپاراژیناز-ال آنزیمی فعالیت ارزیابی

 متان آمینو تریس بافر ترلی میلی 1 اابتد منظور این برای. باشد می آنزیم فعالیت هنگام در ینآسپاراژ-ال از شده آزاد آمونیاک

 04/0 آسپاراژین کرولیترمی 500 سپس. شد ریخته لیتری میلی 2 ویال یک یا و تمیز آزمایش لوله در را pH 8 با و رمولا 1/0

 هب و شده گرم سوبسترا و بافر تا نموده نگهداری سانتیگراد درجه 37 دمای در دقیقه 10 بمدت و نموده اضافه آن به رمولا

 لوله به بود، شده تهیه یافته تغییر M9 کشت محیط در ساعته 48 کشت از که رویی محلول. برسند آنزیمی فعالیت ال ایده دمای

 تری رولیترکمی 200 نظر، مورد زمان اتمام از سپ. شد گذاشته دقیقه 30 بمدت سانتیگراد درجه 37 دمای در و نموده اضافه

 لیتری میلی 2 ویال در را لوله محتویات. شد ورتکس بخوبی و اضافه آزمایش لوله ویاتمحت به مولار 1/0 اسید کلرواستیک

 میلی 3 ته،ریخ تمیز آزمایش لوله در را رویی مایع از لیتر میلی یک .شد سانتریوفوژ دقیقه 4 بمدت g 13000 دور با و ریخته

 جذب. شد نگهداشته اتاق دمای و تاریکی در قهدقی 15 بمدت و نموده اضافه نسلر معرف کرولیترمی 200 و مقطر آب لیتر

 بافر و رویی محلول منفی کنترل آوردن بدست جهت. شد خوانده اسپکتروفتومتر دستگاه با نانومتر 450 موج طول در ها نمونه

 در جویی فهصر بدلیل. شد عمل پروتکل مانند موارد بقیه در و ریخته لوله در ابتدا از را اسید کلرواستیک -تری و سوبسترا و

 استاندارد منحنی براساس سپس و نشد برده بکار سنجش این برای مثبت کنترل آسپاراژیناز آمپول قیمت بودن بالا و ها هزینه

 . شد محاسبه آنزیمی فعالیت سولفات آمونیوم
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 سولفات استانداردآمونیوم منحنی

 میلی بر میکروگرم 300 و 250 ،200 ،150 ،100 ،50 ،0 سولفات آمونیوم از مختلفی هایغلظت استاندارد، منحنی تهیه برای

 200 و  مولار 9/0 اسید کلرواستیک تری لیتر میلی 2/0 ،( pH 8 و مولار 1/0) آمینومتان تریس بافر لیتر میلی 5/0 در را لیتر

 منحنی SPSS افزار نرم از استفاده با و شد سنجیده نانومتر 450 موج طول در آنها وجذب نموده حل نسلر معرف میکرولیتر

 است گرفته صورت آن همبستگی خط معادل و استاندارد منحنی این از استفاده با بعدی آزمایشات تمام. گردید رسم استاندارد

(17). 

 شده جداسازی سویه توسط شده تولید آسپاراژیناز ویژگی تعیین

 آنزیمی فعالیت یرو بر انکوباسیون زمان تاثیر بررسی

 حاوی تغییریافته M9 کشت محیط در باکتری ساعته 48 کشت از ،رویی مایع آنزیمی فعالیت در نکوباسیونا زمان بررسی برای

 10 بمدت g Χ10000 دور با و شد برداشته شده، گفته کشت محیط از ml 2 مقدار. شد استفاده آسپاراژین % 1/0 و گلوکز%  1

 ریخته مقطر آب با شده شسته و تمیز آزمایش هایلوله در و شد برداشته رویی محلول از ml 5/0  سپس. شد سانتریفیوژ دقیقه

 ،10 ،5) متفاوت هایزمان طی از پس و اضافه متان آمینو تریس بافر لیتر میلی 5/0 و آسپاراژین-L محلول ml 5/0 سپس شد،

 سپس. شد ریخته مولار 9/0 اسید استیک کلرو تری کنندهمتوقف محلول از ml 2/0  هلول هر به دقیقه،( 60 و 45 ،30 ،15

 با آسپاراژیناز آنزیم فعالیت از شده آزاد آمونیوم مرحله این در .شدند سانتریفیوژ دقیقه 5 بمدت g   ×13000 دور با هامحلول

( شاهد) کنترل مونهن .گرفت قرار محاسبه مورد نانومتر 450 موج طول در مقطر آب لیتر میلی 7 و نسلر معرف لیتر میلی 1 افزودن

. شد ساخته شد، اضافه مواد بقیه بعد و کننده متوقف محلول ابتدا که تفاوت این با بالا، مراحل تمامی شامل کدام هر رایب

 طول در آن نوری جذب میزان سنجش با شده سانتریفیوژ محلول در شده آزاد آمونیوم مقدار تعیین با آسپاراژینازی فعالیت

 تمامی. شدند گزارش آنزیمی واحد بصورت و مقایسه استاندارد منحنی با آمده بدست نتایج. شد اندازگیری nm 450 موج

 .(11) شد انجام تکرار هس در ها آزمایش

 مختلف دماهای در آسپاراژینازی فعالیت بررسی

 M9کشت  یطساعته در مح 48شده از کشت  یهاز سوپرناتانت ته مختلف یدر دماها آنزیم یتیککاتاک یتفعال یبررس یبرا

 بصورت نتایج و شد سنجیده( یگراددرجه سانت 10گراد )با فاصله یدرجه سانت 80تا  20 یدر دماها یمیآنز یت، فعالیافته رییتغ

 .(17) دش گرفته نظر در%  100 بعنوان آنزیمی فعالیت بالاترین. شد داده نمایش نموداری

 مختلف های pH در آسپاراژینازی فعالیت بررسی

، یافته ییرتغ M9کشت  یطساعته در مح 48شده از کشت  یهسوپرناتانت ته از مختلف یهاpHدر  مییآنز یتفعال یبررس یبرا

و  HCl (8_یس(، ترpH=  6کربنات  ) یم(، سدpH=  5)  استات یممختلف شامل سد یهاpHبا  یدر بافرها یمیآنز یت، فعال

7  =pH( و بافر بوراکس )9- 10و  11  =pHیتفعال ینداده شد. بالاتر یشنما ینمودار شد و اطلاعات بصورت یده( سنج 

 .(17) % در نظر گرفته شد 100بعنوان  یمیآنز
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 مختلف های یون حضور در آسپاراژینازی فعالیت بررسی

 ,+Pb2) مختلف هاییون حضور در رویی مایع آنزیمی فعالیت آنزیمی، فعالیت در مختلف هاییون تاثیر به بردن پی جهت

Mg2+, Ca2+, Co2+, Ba2+, Zn2+, Cu2+, Hg2+, Fe3+) این در. شد سنجیده( انکوباسیون زمان بهینه) دقیقه 10 بمدت 

 تریس بافر لیتر میلی 5/0 و آسپاراژین-ال محلول لیتر میلی5/0 سوپرناتانت، لیتر میلی 5/0 حاوی واکنش مخلوط آزمایش،

 داده نمایش نموداری بصورت آنزیمی فعالیت نهایت در. باشدمی مختلف هاییون از مولار میلی 1 غلظت با همراه آمینومتان

 .(3) شد گرفته نظر در درصد 100 بعنوان شده گفته هاییون حضور عدم در آنزیمی فعالیت. شد

 نتایج تحلیل و تجزیه در استفاده مورد یافزارها نرم

  BLAST(bl2seq) و Chromos LITE ماتیکیبیوانفور های افزار نرم از یابی توالی نتایج تحلیل و تجزیه برای مطالعه این در

 NCBI در Blast ارافز نرم از GenBank در موجود های باکتری با آمده بدست کامل توالی همولوژی کردن پیدا برای .شد استفاده

 سه در آزمایش ره برای آنزیمی فعالیت و شد وارد اکسل در آنزیمی های واکنش نوری جذب از آمده بدست نتایج. دش استفاده 

 آزمایش مختلف شرایط در آنزیم فعالیت و تولید به مربوط منحنی و نمودارها رسم برای .گردید محاسبه اکسل افزار نرم در تکرار

 آماری آزمون از یگریکد با گروه دو میانگین مقایسه جهت .شد استفاده GraphPad Prism 5.01 افزار نرم از نتایج آماری آنالیز و

Student's t-test  آماری آزمون از )وهگر دو از بیش( یکدیگر با گروه چندین میانگین مقایسه جهت و One-Way ANOVA  و 

 .است شده داده نشان mean±SEM بصورت نتایج کلیه .گردید استفاده post-hoc Tukey test آزمون

 :  نتایج

 آمونیوم استاندارد منحنی

 شده، جداسازی سویه آنزیمی واکنش طی در شده آزاد آمونیوم یکرومولم میزان تعیین و آنزیمی فعالیت محاسبه بمنظور

 جذب میزان با برابر Y رابطه دراین. آمد بدست( y=0/0504x + 0/0138 ، R2= 09855)  خطی معادله با استاندارد منحنی

 باشد می لیتر میلی در ونیومآم میکرومول میزان با برابر X و نانومتر 450 موج طول در ریدر الایزا دستگاه با  شده خوانده

 .(1 شکل)
 سولفات ومیاستاندارد آمون یمنحن .1شکل
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 آسپارژینازی فعالیت کیفی سنجش

 تولید در شده جداسازی سویه توانایی بررسی و اولیه یغربالگر ورظبمن. است کشت محیط اسیدیته تغییر بر روش این اساس

 سانتیگراد درجه 37 دمای در ساعت 48 بمدت گذاری گرمخانه و باکتری کشت از پس پلیت رنگ تغییر آسپاراژیناز، آنزیم

 هاله بیشترین با ایزوله 3 تعداد ازین که شدند جداسازی آسپاراژیناز آنزیم تولید قابلیت با باکتری 17 مجموع در .شد بررسی

 از پس کشت محیط رنگ تغییر ،2 شکل مطابق .شد انتخاب تحقیق ادامه برای یافته تغییر M9 معدنی پایه محیط در رنگ قرمز

 . شد مشاهده باکتری کلنی اطراف در گذاری گرمخانه ساعت 48

 گلوتامینازی خاصیت بودن دارا نظر از باکتری کیفی غربالگری

 از پس آسپاراژیناز آنزیم کننده تولید های باکتری قبل، مرحله در شده غربالگری ایزوله 3 گلوتامینازی فعالیت بررسی بمنظور

 از. شد داده کشت نیتروژن منبع تنها بعنوان گلوتامین اسیدآمینه و گلوکز یحاو سنتزی جامد کشت محیط در سازی، خالص

 فاقد آنها از یکی فقط و داشتند گلوتامینازی فعالیت باکتری دو آسپاراژیناز، آنزیم کننده تولید شده جداسازی باکتری سه

 .شد انتخاب پژوهش ادامه برای که( 3 شکل) بود گلوتامینازی فعالیت

 های ایزوله( الف. آسپاراژیناز آنزیم کننده تولید های باکتری کیفی غربالگری. 2 شکل

 با ایزوله 3. شدند داده کشت M9 محیط در ای نقطه بصورت اول مرحله در شده غربالگری

 دارای B ایزوله ها این بین در که شدند ابانتخ بعد مرحله برای رنگ قرمز هاله بیشترین

 محیط در ایزوله 3 کشت سوپرناتانت( ب.. بود بقیه به نسبت( میلیمتر 8) هاله قطر بالاترین

 انکوبه ساعت 5 بمدت رد فنل%  009/0 آسپاراژین، %1 آگار، %1 حاوی معدنی پایه کشت

 دلالت که بود آسپارژیناز -ال مآنزی وجود دهنده نشان مایع محیط در قرمز هاله تشکیل. شدند

 .باشد می ایزوله سه هر در آنزیم بودن سلولی خارج بر

 

 بودن دارا نظر از آسپاراژیناز آنزیم کننده تولید های باکتری کیفی غربالگری. 3 شکل

 تغییر M9 محیط در B ایزوله توسط آسپاراژیناز آنزیم تولید( A. گلوتامینازی خاصیت

 شده صورتی به زرد از کشت محیط رنگ تغییر باعث که ینآسپاراژ حاوی یافته

 حضور در گلوتامین حاوی یافته تغییر M9 کشت محیط رنگ تغییر عدم( B. است

 .باشد می کشت محیط در گلوتامیناز آنزیم تولید عدم دهنده نشان که B باکتری
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 مولکولی و یمیاییبیوش شناسایی

 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriologyبراساس شده جداسازی باکتری ییایوشمیب و یکیمورفولوژ اتیخصوص

 دو با نظر مورد باکتری متابولیسمی و اهریظ های ویژگی جدول، این در. است دهش داده نشان 1 جدول در که گرفتانجام

 بررسی .گردید مقایسه داشتند، فیلوژنی نظر از را همولوژی بیشترین که تکوئیلنسیس وسباسیل و سوبتیلیس باسیلوس باکتری

 آن کلنی که داد نشان سانتیگراد درجه 37 دمای در آگار نوترینت محیط در گرماگذاری ساعت 24 طی در منتخب سویه

 میکروسکوپ زیر مشاهده و گرم آمیزیرنگ با همینطور(. 4 شکل) بود صاف حاشیه و رنگ کرمی تورفته، گرد، بصورت

 .گردید مشاهده مثبت گرم باسیل بصورت منتخب سویه نوری،

 یسه( و مقا1)جدول  شده جداسازی یباکتر( 5)شکل  یمولکول و یکیمرفولوژ یاتو خصوص یوشیمیاییب یهاراساس تستب

 یکه با عدد دسترس گرددیم یمعرفنام  با Bacillus subtilis sbu-1 یعنوان باکتر اب ی،شده در همولوژ یشنهادپ یآن با باکتر

ON196743  در NCBI متعلق به رده  یباکتر ین. ا.شد ثبتFirmicutes  خانوادهBacillaceae،  جنسBacillus  احتمالاو 

 . باشدیم Bacillus subtilisاز  ایسویه

 

 

 

 

 جداسازی باکتری کلنی( ب X 1000 بزرگنمایی با گرم آمیزی رنگ در مثبت گرم های باسیل( الف. 4 شکل

 آگار نوترینت محیط در شده

 

  DNA( نشانگر الف.  %1با استفاده از الکتروفورز با ژل آگارز  PCRحاصل از  rDNA 16S باند. 5 شکل

 باشد یالگو م DNAبدون  PCR( کنترل ججفت باز   1500 طول( باند نامبرده بب
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 یهایباکتر با شده جداسازی یباکتر ییایمیوشیب و یکیمورفولوژ یهاتست سهیمقا. 1 جدول

 NCBI در 16Sr DNA یدرصد 99 یهمولوژ از حاصل

 تکوئیلنسیس باسیلوس سوبتیلیس باسیلوس منتخب یباکتر آزمایش نوع

 + + + گرم آمیزی رنگ

 دراز ای رشته یا یلهم یا یلهم باکتری شکل

 - - - پتاس تست

 + + + کاتالاز تست

 - - + اکسیداز تست

 + + + اسپور

 - - _ هوازی بی شرایط در رشد

 شده جدا ینازیگلوتام تیخاص فاقد یسلول برون ازنیآسپاراژ مولد یباکتر یلوژنیف درخت. 6 شکل

 خاک از
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 - - - نیتریت به نیترات احیای تست

 - - - نیتریفیکاسیون
 - - - دنیتریفیکاسیون

 TSI A/A A/A A/A تست
 + + + SIM در حرکت تست

S2H - - - 
 + + + آز اوره تست
 + + + سیترات تست

 + + + MR تست
 - - - VP تست
 - + + ژلاتین هیدرولیز

 + + + نشاسته زهیدرولی تست

 

 آنزیمی فعالیت روی بر انکوباسیون زمان بررسی

 از حاصل نتایج. تگرف قرار سنجش مورد سانتیگراد درجه 37 دمای و pH 7 در سوپرناتانت، آنزیمی فعالیت برای بهینه زمان

 و است دهش مشاهده دقیقه 10 از پس (U/ml 95/3) آنزیمی فعالیت بیشترین. است شده داده نشان 7 شکل در سنجش این

 فعالیت کاهش ای افزایش در تغییری آن از پس .رسید U/ml 52/1 به و یافت کاهش آنزیمی فعالیت دقیقه 30 تا آن از پس

 ANOVA تست سپس .بودند نرمال هاداده بود، < p 05/0 چون که داد نشان Shapiro تست از استفاده. شودنمی مشاهده آنزیم

 =06/0p=، 541/1 F) ندارد وجود معناداری اختلاف مختلف هایزمان بین ،<05/0p بعلت که داد ننشا تکرار 3 در طرفه یک

 فعالیت بهینه نوانبع دقیقه 10 زمان صنعتی هایپروسه در زمان ارزشمندی و مختلف صنایع در آنزیم کاربرد به توجه با(. 

 .شد گرفته نظر در آنزیمی
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 مینزیآ فعالیت در مختلف عوامل تاثیر 

 آسپاراژینازی فعالیت رب دما تاثیر

 شکل در دقیقه 10 بمدت مختلف دماهای اعمال با شده، جداسازی سویه توسط شده تولید آنزیم فعالیت میزان به مربوط نتایج

 U/ml) سانتیگراد درجه 40 دمای اعمال از پس آنزیم فعالیت بالاترین ،دهد می نشان نمودار اعداد همانطورکه. میشود دیده 8

 می U/ml 24/4 و 20/5 بتیترب و یافته کاهش آنزیمی فعالیت سانتیگراد درجه 60 و 50 بالاتر دماهای در. باشد می( 37/6

 داد نشان Shapiro تست از استفاده. باشد می( U/ml 28/1) سانتیگراد درجه 80 دمای در آسپاراژینازی فعالیت کمترین. باشد

 بعلت که داد نشان تکرار 3 در طرفه یک  ANOVA Multi Variate تست سپس. بودند النرم هاداده بود، < p 05/0 چون که

05/0p < ، دارد وجود معناداری اختلاف مختلف هایدما در آنزیمی فعالیت و پایداری (01/0p=، 1/151 F= .) 
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 آنزیمی فعالیت بر pH تاثیر 

 که داد نشان حاصل نتایج(. 9 شکل) شد گیری اندازه 11 تا pH 6 همحدود در آنزیم فعالیت ،آسپاراژیناز بهینه pH تعیین برای

 در آنزیم. شود می دیدهpH 7 (U/ml 80/8 ) در آنزیم فعالیت بیشترین وpH 11 (U/ml 02/2 ) در آنزیمی فعایت کمترین

pHتست از استفاده .دارد پایینی قعالیت قلیایی های Shapiro 05/0چون که داد نشان p > ،تست سپس. بودند نرمال هاداده بود 

ANOVA Multi Variate  05/0 بعلت که داد نشان تکرار 3 در طرفه یکp < ، بین pH وجود معناداری اختلاف مختلف های 

   (. =0p=، 2/201 F)  دارد

 

 آنزیمی فعالیت روی ها یون تاثیر

 های یون حضور در آسپاراژیناز-ال آنزیم فعالیت که داد نشان آنزیمی فعالیت بر مختلف های یون تاثیر از آمده بدست نتایج
+2Co 2+ وCa 3+ یون. باشد می %107 و %112 با برابر بترتیب و یافته افزایشFe تا آن فعالیت کاهش موجب آنزیم بر تاثیر با 

 .(10 شکل) نداد نشان آنزیم فعالیت روی بر چندانی تاثیر 2Hg+ یون و شده %29
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 بحث

-ال .رود می بکار غذایی صنایع در آمید آکریل غلظت کاهش و ها سرطان انواع درمان برای که است یمآنزی آسپاراژیناز-ال

 داروئی آسپاراژیناز-الکند.  آنزیمی است که اسید آمینه ی آسپاراژین را به آسپارتیکاسید و آمونیاک هیدرولیز می آسپاراژیناز

 شود و تولید میErwina   hrysanthemiو  Escherichia coliایی مانند  ه برای درمان لوکمیا و لنفوما بطور اساسی از باکتری

 در شده استفاده داروهای سایر با مقایسه در آنزیم این هاگرچ(. 2) جستجو برای یافتن منابع جدید برای این آنزیم ادامه دارد

 جانبی آثار دیگری داروی هر مشابه تاس ممکن دارد بدن حیاتی هایسازوکار و بافت با زیادی بسیار یسازگار درمانی شیمی

 جانبی عوارض و زیاد درمانی توان دارای آسپاراژیناز به دستیابی برای تلاش در پژوهشگران رو، این از دهد، نشان نامطلوبی

-ال نزیمآ تولیدکننده باکتریایی منبع کردن پیدا برای تلاش به نیز را ما مهم این .هستند آن بصرفه مقرون و ارزان تولید و کم

 برانگیخت آنزیم، این جانبی وارضع کاهش بمنظور گلوتامینازی فعالیت فاقد یا کمتر گلوتامینازی خصوصیت با آسپاراژیناز

 گرفته قرار بیشتری توجه مورد مناسب آسپاراژیناز-ال آنزیم یافتن برای جستجو آن، سرطانی ضد خاصیت بدلیل امروزه .(12)

 میان در مطالعه این در. اند کرده گزارش را مختلف موجودات ریز از آسپاراژیناز-ال آنزیم دتولی بسیاری پژوهشگران و است

 یافته تغییر M9 کشت محیط حاوی های پلیت در صورتی منطقه تشکیل به قادر ایزوله 17 شده، جداسازی باکتریایی ایزوله 30

 آسپاراتات-ال به را آسپاراژین-ال باکتریایی، آسپاراژیناز-ال. بودند آسپاراژیناز-ال کننده تولید های سویه دهنده نشان که بودند

 .شود می تبدیل صورتی رنگ هب قلیایی های pH در باز-اسید شاخص رنگ رد فنل بخاطر هک کند می هیدرولیز آمونیاک و

 اولیه گریغربال جهت محیط این از نیز (5) 2009 سال در همکاران و باشا و (19) 2009 سال در همکاران و پورانی

 ایزوله نوکلئوتیدی همولوژی فیزیولوژیکی، مورفولوژیکی، مختلف های ویژگی اساس بر .کردند استفاده ها میکروارگانیسم

. بود سوبتیلیس باسیلوس بگونه بیشتر شباهت با و باسیلوس جنس های گونه از یکی به متعلق مطالعه این در شده جداسازی

-ال رو، این از .بالاست خون قند و هموستاتیک اختلالات کبدی، سمیت جمله از جدی سمیت مسئول گلوتامینازی فعالیت

 وجود. ببخشد بهبود را درمان نتیجه تواند می توجهی قابل بطور و است مطلوب بسیار گلوتامینازی فعالیت فاقد آسپاراژیناز

 روی 2011 سال در را ای مطالعه همکاران و ادنژ ابراهیم. است شده گزارش میکروبی های گونه از بسیاری در آسپاراژیناز-ال

 سلولی برون بصورت را آسپاراژیناز-ال میزان بالاترین باکتری این داد نشان که دادند انجام Bacillus sp. BCCS 034 باکتری
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 آنزیمی فعالیت با آسپاراژینازی-ال آنزیم Bacillus subtilis hswx88 که دادند نشان همکاران و پرادهان. (9) کند می تولید

8/23 U/ml (20) کند می تولید . 

 پری تویاتمح شهپژو این در شود، می پلاسمی پری فضای وارد و بوده نشانه پپتید حاوی IIآسپارژیناز آنزیم که آنجایی از

 در نازآسپاراژی آنزیم فعالیت. شد استفاده آسپاراژیناز بررسی جهت (رویی محلول) باکتری فاقد کشت محیط نیز و پلاسمی

-Nocardiopsis alba NIOT باکتری یآسپاراژیناز فعالیت. بود U/ml 80/8 نسلر روش با آزمایش مورد سویه رویی محلول

VKMA08 47/18 دریایی رسوبات از شده جدا  U/ml(17) است شده گزارش. 

 درجه 60 دمای تا آنزیم .شد زارشگ سانتیگراد درجه 40 دمای در آسپاراژینازی فعالیت بالاترین آمده، بدست نتایج اساس بر

 نتایج. است شده کاسته آنزیمی فعالیت از دما افزایش با ولی است کرده حفظ را خود( U/ml 24/4) فعالیت از نیمی سانتیگراد

 .Cladosporium sp و P. aeruginosa 50071 (18)، E. carotovora (13) های باکتری از جداشده آسپارژینازهای در مشابهی

 .است شده گزارش آسپاراژینازی فعالیت میزان بالاترین سانتیگراد درجه 37 دمای در که است آمد بدست (15)

 pH 7 در آنزیم که دهد می نشان 6 شکل. شد سنجیده نیز آسپاراژینازی فعالیت روی بر مختلف هایpH تاثیر مطالعه این در

 در آنزیم بنابراین. شود می کاسته آسپاراژینازی فعالیت از محیط شدن ییقلیا با تهرف رفته و دارد را خود فعالیت میزان بالاترین

pHباکتری روی بر 2015 سال در که پژوهشی در. دهد می نشان خود از یخوب فعالیت خنثی نزدیک و 7 های P. aerosina 

SN004 5 در را فعالیت میزان بالاترین که کند می تولید آسپاراژینازی باکتری این گرفت، انجام pH فعالیت ترینبالا. (3) دارد 

بر فعالیت  pH( 4-10تغییرات  ) قایسه تأثیرم .(17) است شده گزارش pH 8 در همکاران و منا مطالعات در آسپاراژینازی

نشان داد که بیشترین فعالیت  است، و بررسی تغییرات دما بر فعالیت آنزیمpH 7 آنزیم نشان داد که بیشترین فعالیت آنزیم در  

 .(1)آنزیم مشخص گردید در این Kmو  Vmaxدرجه سانتی گراد می باشد. همچنین مقدار فاکتور های کینتیکی   40در دمای

 رددا pH 8 در را یآنزیم فعالیت بالاترین که کردند شناسایی آسپاراژیناز-ال میآنز مولد باکتری 2017 سال در همکاران و اروا

 . (14) باشد می فعالیت به قادر( 9 تا5) ها pH تمام در S. marcescens از شده تولید آسپاراژیناز-ال. (11)

. باشندمی آنزیم برای کوفاکتور همانند فلزی هاییون. دارند آنزیمی فعالیت مهار یا تحریک در مهمی نقش فلزی هاییون

 از ترکیبی. کنندمی ایفا آنزیمی لیتفعا افزایش و بالا دمای در آنزیم فعال جایگاه ساختار حفظ در حیاتی نقش فلزی هاییون

 مقابل در را آنزیم فلزی هاییون همچنین باشد، نیاز آنزیم فعالیت افزایش برای است ممکن ظرفیتی دو فلزی هاییون

 مطالعه در. است شده گزارش مختلفی مطالعات در آنزیمی فعالیت روی هایون تاثیر. (10) کنندمی حفاظت شدندناتوره

 آنزیم بر تاثیر با 3Fe+ یون. باشد می %107  و %112 بترتیب ،2Ca+ و 2Co+ یون حضور  در آسپاراژینازی فعالیت ینهبیش حاضر،

 بدوئی های یافته اساس بر .نداد نشان آنزیم فعالیت روی بر چندانی تاثیر 2Hg+ یون و شده %29 تا آن  فعالیت کاهش موجب

 طبق .(3) است شده 004Pseudomonas aeruginosa SN باکتری در اراژینازیآسپ فعالیت کاهش باعث 2Hg+ یون همکاران و

 های یون حضور در Nocardiopsis alba NIOT-VKMA08 باکتری توسط شده تولید آسپاراژیناز-L همکاران و منا های یافته
+3Fe و +K  2+ یون حضور در ولی رسد می %123 و %231 حدود تا بترتیب و یافته افزایش فعالیتشHg یافته شکاه فعالیتش 

 . (4) شود می Pseudomonas JHS-71 توسط شده تولید آسپاراژیناز فعالیت افزایش باعث 2Co+ یون .(17) است
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Abstract 

Introduction: L-asparaginase enzyme has various applications, particularly in 

medicine, pharmaceutical fields and food industries. The aim of this study was 

to optimization and characterization of free-glutaminase L-asparaginase 

activity.  

Material and method: The primary isolation was performed on modified M9 

medium. The colonies with pink color zone were selected for asparaginase and 

glutaminase activity study. Enzyme activity was determined using Nessler’s 

method. The effect of some factors such as incubation time, temperature, pH 

and metal ions on asparaginase activity were assayed. 

Results: In the present study, 17 isolates were obtained that shown 

asparaginase production. One of them was selected as superior because of high 

asparaginase activity without L-glutaminase activity. The 16SrRNA 

sequencing showed that the isolated strain was similar 99.9% to Bacillus 

subtilis sbu-1. The asparaginase enzyme produced by this has the highest 

enzyme activity (8.80 U/ml) at pH 7، 40 oC. Also Co2+ and Ca2+ increase the 

asparaginase activity to 112% and 107%, respectively.  

Discussion and conclusion: The obtained results in this study can help to 

introduce a new free-glutaminase L-asparaginase with reduction in toxicity, 

sensitivity and side effects of drug consumption. 
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