
 

 

های در محیط كشت   Kocuria sp. ASB 107بهینه سازی رشد و تولید آنزیم كاتالاز در باكتری 

 اقتصادی 

 3، جمشید فولادی2، الهام گودینی1*عسگرانیعزت 

 2/12/1394:  افتیدر خیتار

 5/7/1395: رشیپذ خیتار

 ز چکیده 

به آب و اكسیژن است. كاتالاز در صنایع مختلف به خصوو صنعت نساجی مورد   2O2Hكاتالاز آنزیمی با توانایی تیدیل  

شود. بالا انجام می pHشود. این فرآیند در به عنوان سفیدكننده استفاده می 2O2Hتوجه قرار گرفته است. در صنعت نساجی 

كاتالاز قلیایی  زیادی مقدار دارای  .107ASB  Kocuria spبسیار مناسب است. باكتری 2O2Hبنابراین كاتالاز قلیایی جهت احیای 

های ارزان قیمت نظیر مدس است. در این مطالعه برای دستیابی به بیشترین میزان رشد باكتری و تولید كاتالاز از محیط كشت

فعالیت چغندر قند، نیشکر و آب پنیر استفاده شد. منحنی رشد رس  شد و در اواخر فاز لگاریتمی، محصول تخمیر سانتریفیوژ و 

نانومتر بررسی شد. برای تعیین میزان رشد باكتری از وزن بیوماس خشك  240آنزیمی با روش اسسکتروفتومتری درطول موج 

درصد( و  1( با استفاده از مدس چغندرقند )g/L 19/5( و رشد باكتریایی )U/mL25/2136 استفاده شد. بالاترین فعالیت آنزی  )

درصد آب پنیر به عنوان منیع كربن فعالیت كاتالازی و رشد به ترتیب به  4شد. همچنین با درصد( حاصل  5/2عصاره مخمر )

مشاهده شد. نتایج پژوهش نشان داد مدس چغندرقند و نیشکر و آب پنیر سوبستراهای ارزان   g/L  16/6و    U/mL  5/3032میزان  

 اوره مناسب نیست. و مناسیی جهت تولید آنزی  و رشد سلول هستند و منیع نیتروژن ییرآلی 

 Kocuria sp. ASB 107 آب پنیر، بهینه سازی، كاتالاز، ملاس،   واژهای كلیدی:

 

 مقدمه

(. در پروسه های صنعتی،  2000et alSoung ,.را به آب و اكسیژن تیدیل كند )  2O2Hكاتالاز آنزیمی است كه قادر است   

های آنتی ترمی ، توانایی تولید آنزی  های گیرند، بنابراین عدوه بر مکانیس های اكسیداتیو قرار می باكتری ها در معرض تنش

(. امروزه آنزی  كاتالاز به دلیل et al., 2006 Rochatشود )محسوب می هادر آن اكسیداتیو نظیر كاتالاز یك فاكتور مه  مقاومت
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عنوان به 2O2Hخصوو صنعت نساجی مورد توجه قرار گرفته است. در این صنعت از اش در صنایع مختلف بهكاربردهای بالقوه

شود. عامل سفیدكننده استفاده می

منجر به ایجاد یلظت بالا و نامطلوب   2O2Hافزودن مواد شیمیایی نظیر سدی  بیوسولفیت یا هیدروسولفیت جهت احیای  

یط تحت شرا  2O2Hاستفاده از آنزی  كاتالاز است. از آنجایی كه    2O2Hشود. یك جایگزین مناسب برای احیای  نمك در فرآیند می

(، بنابراین كاتالاز قلیایی جذابیت et al., 2007   Hua)شود  بالا، بهتر انجام می  pHتر است، فرآیند سفید كردن نیز در  قلیایی فعال

 زیادی در این صنعت دارد.

شناسایی میکروبیولوژیکی و مولکولی چشمه آب سیاه رامسر جداسازی شده است و ز ا Kocuria sp. ASB 107باكتری

دارد. سد آنتی اكسیدانی در این باكتری شامل  UVگاما و  آن انجام گرفته است. این باكتری مقاومت نسیتاً بالایی در برابر اشعه

 .باشدتر میهای قلیایی فعال pH( و این آنزی  در el al., 2012 Asgaraniهایی نظیر كاتالاز است )آنزی 

كاهش زمان رسیدن به محصول مطلوب و استفاده از سوبستراهای ارزان قیمت، تولید آنزی  را در مقیاس صنعتی مقرون 

بر محیط كشت است. از این رو در میکروبیولوژی صنعتی منابع سازد. منیع كربن از اجزای اصلی و هزینهبه صرفه و اقتصادی می

 گیرند. مورد استفاده قرار می …های سولفیتی ویسرول، پسابكربن ارزان قیمت مانند مدس، آب پنیر، گل

كریستالیزاسیون قند از آن  ای كاهش یافته كه ادامهمدس محصول نهایی صنایع قند است و خلوو آن به اندازه

قند باشد مدس گفته  درصد 43اقتصادی است. امروزه چند نور مدس شناخته شده و به هر ماده یذایی كه دارای بیش از ییر

دارای تركییات شیمیایی متفاوتی   …شود. انوار مدس شامل مدس نیشکر، مدس چغندر قند، مدس مركیات، مدس نشاسته ومی

گیرد. تحت تأثیر قرار می…فصل تولید، واریته گیاه و رطوبت، نور خاک، دما،هستند. تركیب مدس توسط فاكتورهایی مانند 

های قابل توجهی در محتوای شیمیایی، طع ، رنگ، ویسکوزیته و محتوای كلی قند در انوار مدس وجود دارد. بنابراین تفاوت

وانند به عنوان منیع كربن مورد استفاده قرار تدهند، از این رو میها و قندها بخش مه  تركییات مدس را تشکیل میكربوهیدرات 

 (  Aruldoss et al., 2014) بگیرند

پروتئین، و مقادیر كمتری  درصد 8/0-1لاكتوز،  درصد 4-5آب پنیر محصول جانیی صنایع لینی است كه دارای 

)نیاز بیوشیمیایی به اكسیژن جهت تجزیه مواد آلی( بالا و  BODپنیر به دلیلهاست. دفع آب ها و ویتامیناسیدهای آلی، نمك

باشد. به همین دلیل و گیر و پرهزینه میزیست محیطی نیازمند پالایش است كه امری وقت مسأله

 Savvidesاستفاده است )همچنین به علت محتوای بالای لاكتوز، آب پنیر به عنوان سوبسترایی مناسب برای انوار تخمیر قابل 

et al., 2012 .) 

با  Kocuria sp. ASB 107باكتریهد  از پژوهش حاعر دستیابی به بیشترین میزان رشد و تولید آنزی  كاتالاز در 

 از سوبستراهای ارزان قیمت نظیر مدس چغندر قند، مدس نیشکر و آب پنیر است. استفاده
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 هامواد و روش 

 سویه و محیط كشت

TSA (Tryptic Soy Agar )است كه محیط كشت معمول آن محیط  Kocuria sp. ASB 107 باكتری مورد استفاده

 شود. تهران نگهداری می)س( باشد و در بانك نخایر میکروبی آزمایشگاه ملی میکروبیولوژی دانشگاه الزهرا می

، آمونیوم (w/v % 3.5 ,2.5 ,1.5 ,0.5)عصاره مخمر ، ( (v/v % 4 ,3 ,2 ,1 محیط كشت اقتصادی از مدس چغندر قند

 تهیه شد. NaCl (1.5 % w/v)، (w/v % 0.05)سولفات 

های موجود در محیط كشت مانند برای جلوگیری از واكنش میدرد بین عامل آلدهیدی قند موجود در مدس و پروتئین

 (Dehghan et al., 2013)شودمخمر، مدس به طور جداگانه استریل شده و پس از سرد شدن به محیط كشت افزوده می عصاره

. 

به منظور بررسی تأثیر سایر منابع كربن ارزان قیمت بر میزان رشد باكتری و تولید آنزی  كاتالاز، مدس نیشکر و آب 

منیع كربن، گرادیان یلظتی عصاره مخمر به  پنیر با گرادیان یلظتی مشابه جایگزین مدس چغندر قند گردید. در یلظت بهینه 

 عنوان منیع نیتروژن اصلی بررسی شد. همچنین تأثیر اوره به جای عصاره مخمر بر رشد و تولید آنزی  ارزیابی شد.

 رسم منحنی رشد باكتری

ر با كشت داده شد. سسس در شیکر انکوباتو TSBمیلی لیتر محیط كشت  50به منظور رس  منحنی رشد، باكتری در

)پیش  ( از مایه تلقیگv/v) درصد 5بعد میزان   در مرحله  .ساعت گرماگذاری شد 12دور بر دقیقه به مدت  150و  C30ºدمای 

 600ODساعت نمونه برداری صورت گرفت و  2میلی لیتر محیط كشت اصلی تلقیگ شد و عمن گرماگذاری هر  100كشت( در 

 گیری شد.اسسکتروفتومتر اندازهها با دستگاه نمونه 

 بهینه سازی منبع كربن و اندازه گیری میزان رشد و فعالیت كاتالازی 

هایی با مدس چغندر قند، جهت بررسی تأثیر میزان و نور منیع كربن بر رشد باكتری و فعالیت كاتالازی، محیط كشت

 ( تهیه شد. % v/v 1, 2, 3, 4با گرادیان یلظتی ) عنوان منیع كربن اصلیمدس نیشکر و آب پنیر به

( انجام شد و به C, 15 min) º8000 rpm, 4در هر محیط كشت پس از رسیدن باكتری به اوایل فاز سکون، سانتریفیوژ

شستشو داده شد. برای ( % NaCl 0.9)مرتیه توسط سرم فیزیولوژی  5سلولی  منظور حذ  تركییات محیط كشت، زیست توده

 ساعت خشك شد. 24به مدت  C65ºیین میزان رشد باكتری، زیست توده سلولی در فور تع

های مذكور، پس از رسیدن باكتری به اواخر فاز لگاریتمی، سانتریفیوژ به منظور بررسی فعالیت كاتالازی در محیط كشت

میلی مولار( شستشو داده شد. سسس جهت استخراج  7pH :  ، 50مرتیه توسط بافر فسفات ) 5انجام شده و زیست توده سلولی 
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آنزی  درون سلولی، زیست توده سلولی توسط لیزوزی  تیمار و سانتریفیوژ مجدد انجام شد و محلول رو شناور حاوی آنزی  كاتالاز 

 جهت سنجش فعالیت آنزیمی جمع آوری گردید.

میلی مولار( در  35) 2O2Hفعالیت كاتالازی با روش اسسکتروفتومتری با بررسی كاهش جذب نوری ناشی از تجزیه 

نانومتر سنجش شد. در این روش یك واحد فعالیت آنزیمی به صورت مقدار  240 حضور بافرفسفات توسط كاتالاز در طول موج

 شودكند تعریف می( به آب و اكسیژن تیدیل می :pH 7و  Cº25  را در شرایط آزمایش )دما 2O2Hمیکرو مول  1آنزیمی كه 

(Zeng et al., 2010.) 

610)1-Cm1-/43.6 M240ODUnit = ( 

 بهینه سازی منبع نیتروژن

به عنوان  ( w/v % 3.5 ,2.5 ,1.5 ,0.5) منیع كربن، عصاره مخمر و اوره با گرادیان یلظتی  پس از انتخاب میزان بهینه

 منیع نیتروژن اصلی استفاده و میزان رشد باكتری و فعالیت كاتالازی بررسی گردید.

 بر افزایش تولید آنزیم كاتالاز  2O2Hتأثیر  

بر افزایش فعالیت آنزی  در اواخر فاز لگاریتمی رشد باكتری،  2O2Hهای اكسیداتیو نظیر به منظور بررسی تأثیر تنش

2O2H لازی با مقدار پایه مقایسه گردیدتلقیگ شد و فعالیت كاتا میلی مولار به محیط كشت 400و  200، 100، 50های  با رقت

 و بحث  نتایج 

 1 میزان متفاوت از منیع كربن نشان داد باهای با نور و بررسی میزان رشد و فعالیت آنزیمی باكتری در محیط كشت

 (. 2و  1آید ) شکل آب پنیر  در محیط كشت نتایج مناسیی به دست می درصد 4مدس چغندر قند و مدس نیشکر و  درصد

 

 

 

 

 

 

 

 : بررسی فعالیت آنزیمی با استفاده از منابع كربن مختلف 1شکل 
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 : بررسی میزان رشد باكتری با استفاده از منابع كربن مختلف 2شکل 

به عنوان یك منیع كربن مناسب، بهینه سازی منابع نیتروژن نیز  رصدد  1ت  ظر گرفتن مدس چغندر قند با یلظبا در ن

 (.3باشد )شکل نسیت به اوره بر رشد و تولید آنزی  مؤثرتر می درصد 5/2زان انجام شد و نتایج نشان داد كه عصاره مخمر به می

 

 

 

 

 :بررسی میزان رشد باكتری با استفاده از منابع كربن 3شکل

( در 4منابع كربن و نیتروژن در محیط كشت، با توجه به منحنی رشد باكتری )شکل  با در نظر گرفتن میزان بهینه 

 100انجام شد و نتایج نشان داد كه  2O2Hهای متفاوت اواخر فاز لگاریتمی رشد، تحریك فعالیت كاتالازی آنزی  توسط یلظت

 .(5كند )شکل حریك میها به میزان بیشتری فعالیت آنزیمی را تنسیت به سایر یلظت 2O2Hمولار  میلی

 

 : منحنی رشد باكتری 4شکل 
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درصد ملاس چغندر قند به عنوان منبع   1بر فعالیت كاتالازی در محیط كشت حاوی   2O2Hهای متفاوت تأثیر غلظت   :5شکل   

 درصد عصاره مخمر به عنوان منبع نیتروژن اصلی 2/ 5كربن اصلی و 

 شود. دیده می دور بر دقیقه150و هوادهی  C30° ،9 :pHبیشترین فعالیت كاتالازی این باكتری در دمای 

به كار  2O2Hبری  رنگ  شود. در مرحلهلیتر آب برای پردازش هر یك كیلوگرم پارچه استفاده می 100نساجی بیش از در صنایع 

های اعافی پس از این مرحله عروری است تا در مراحل بعدی پردازش پارچه تداخل ایجاد نشود.  2O2Hشود و حذ  برده می

شود كه این امر مستلزم  بری میرنگ  مانده از مرحلههای اعافی باقی  2O2Hبخش زیادی از آب مصرفی در این صنعت صر  حذ   

توان از كاتالاز جهت (. برای رفع این مشکل و نیز كاهش مصر  آب میAmorim et al., 2002صر  هزینه و زمان زیادی است )

قلیایی است  pHكه دارای بیشترین فعالیت در   sp. ASB 107Kocuriaاستفاده كرد. كاتالاز تولید شده در باكتری  2O2Hحذ  

 بگیرد. تواند مورد استفاده قراردر این صنعت می

Shi  تولید میزان زیادی كاتالاز قلیایی در باكتری  2008و همکارانش در سالBacillus subtilis  را گزارش كردند كه

 باشد.آنزی  می U/mL3500این باكتری در محیط كشت حاوی نشاسته، عصاره مخمر و پلی پستون قادر به تولید 

های تولید آنزی  كاتالاز با استفاده از پسماندهای صنعتی ارزان در پژوهش حاعر سعی شده است با دید كاهش هزینه

از مدس چغندر قند، مدس نیشکر و آب ی این آنزی  گام اولیه برداشته شود. بنابراین صرفهقیمت در جهت تولید اقتصادی و به 

در  Kocuria ASB107پنیر به منابع كربن ارزان قیمت استفاده شد. نتایج نشان داد كه میزان تولید آنزی  كاتالاز در باكتری 

( می U/mL 5/3032(، آب پنیر )U/mL 5/1937(، مدس نیشکر )U/mL 25/2136محیط كشت حاوی مدس چغندر قند ) 

هایی كه از منابع كربن باشد. بنابراین استفاده از منابع كربن ارزان قیمت جهت تولید آنزی  كاتالاز در مقایسه با سایر پژوهش

مناسب آنزی   توان تولید مقدار Kocuria ASB107رسد. در این شرایط باكتری تر به نظر میپرهزینه استفاده شده است معقول

 باشد.می Bacillus subtilisكاتالاز را داراست كه تا حدود زیادی قابل مقایسه با تولید كاتالاز قلیایی در 

آب پنیر به دلیل ارزان بودن و همچنین حل مشکدت دفع پساب به عنوان سوبسترای تولید  از سوی دیگر استفاده از 

تواند اثرات نامطلوبی های آب پنیر میباشد. الیته منابع نیتروژن همراه قند از جمله پروتئینتواند بسیار مناسب آنزی  كاتالاز می
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باشد. همچنین می  C/ Nتحمیل كرده و به عنوان فاكتور محدود كننده عمل كند كه این امر به دلیل ممانعت از ایجاد نسیت كافی  

 (.et al., 2007 Huaباشند )لاز و رشد سلول مناسب نمیاساساً منابع نیتروژن ییر آلی نظیر اوره برای سنتز كاتا

ها، اسیدهای های بسیاری استفاده از مدس و آب پنیر به عنوان سوبستراهای ارزان قیمت برای تولید آنزی در پژوهش

در محیط   B. subtilis CICC 10025تولید استوئین را در    2007و همکارانش در سال    Xiaoآمینه، اتانول و ... گزارش شده است.  

 Bacillus( را در U/mL285 تولید آنزی  پروتئاز قلیایی ) 2007و همکارانش در سال   shikhaكشت حاوی مدس بهینه كردند.

pantotheneticus  عنوان منیع كربن گزارش كردند.با استفاده از مدس به Silva   از آب پنیر به عنوان    2009و همکارانش در سال

استفاده كردند و گزارش كردند كه تولید زانتان از آب پنیر بازده   Xanthomonas campestrisكربن برای تولید زانتان از  تنها منیع  

 بالاتری نسیت به گلوكز به عنوان منیع كربن نشان داده است.

كار رشد سلولی به  شود. الیته با اینبه عنوان استرس اكسیداتیو جهت افزایش تولید كاتالاز استفاده می 2O2Hافزودن 

 et alYan ,.شود )جهت تحریك فعالیت آنزی  استفاده می 2O2Hیابد. از این رو یلظت های ك  میزان قابل توجهی كاهش می

2007 .) 

2O2H   یکی از گونه( های اكسیژن فعالROSاست كه با ایجاد رادیکال )های جدی به تواند آسیبهای هیدروكسیل می

به بررسی  2011و همکارانش در سال  Capuaها از جمله لیسیدها، اسیدهای آمینه و اسیدهای نوكلئیك وارد كند. بیومولکول 

میلی   5/2مقاوم به پرتو پرداختند كه با استفاده از    Acinetobacterبر فعالیت كاتالازی چهار سویه    2O2Hهای متفاوت  تأثیر یلظت

 اثر افزایشی بر فعالیت كاتالازی گزارش شد. 2O2Hمولار 

های به عنوان استرس اكسیداتیو به محیط كشت  2O2Hمیلی مولار    400و    200،  100،  50در پژوهش حاعر نیز مقادیر  

شود مشاهده می  2O2Hمیلی مولار    100( با  U/mL  128/2704یمی )باكتری اعافه شد. نتایج نشان داد كه بیشترین فعالیت آنز

(U/mL 878/567  2افزایش فعالیت آنزیمی در مقایسه با حالت قیل از القا توسطO2H افزودن .)2میلی مولار  400و  200O2H 

وارد شده به سلول بیش از توانایی   2O2Hدهد كه میزان  شود. و این نشان میمنجر به كاهش فعالیت كاتالازی نسیت به شاهد می

تواند سیب آسیب به سلول و كاهش فعالیت آنزیمی میلی مولار می 100بیش از  2O2Hهاست. لذا افزودن سلول برای تجزیه آن 

  باكتری شود.

 كلی  گیری نتیجه

ها نشان داده است كه آنزی  بصورت بالقوه توانایی تولید مقدار زیادی آنزی  كاتالاز را دارد. پژوهش  Kocuria ASB107باكتری 

نتایج  هایی از نظر صنعتی حائز اهمیت هستند.های قلیایی فعالیت بالایی دارد. چنین آنزی  تولیدی توسط این باكتری در محیط
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قلیایی در محیط  تواند به عنوان كاندید مناسیی برای تولید كاتالازمی  Kocuria ASB107دهد حاصل از این پژوهش نشان می

 های اقتصادی معرفی شود.كشت
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Abstract 

    Catalase is an enzyme capable of catalyzing the alteration of H2O2 to O2 and H2O. It has acquired importance 

due to its application in the textile industries. In the textile industry, H2O2 is used as a bleach. This process is 

performed at high pH. Therefore, alkaline catalase is very suitable for H2O2 reduction. Kocuria ASB107 has a lot 

of alkaline catalase. In order to achieve the highest rate of bacterial growth and catalase production, sugar cane 

molasses, sugar beet molasses and whey were used as cheap carbon sources. Growth curves were plotted and at 

the late logarithmic phase, fermentation product was harvested. Catalase activity was measured 

spectrophotometrically by monitoring the decrease in absorbance at 240 nm affected by the decomposition of 

hydrogen peroxide. Bacterial growth was also estimated from the weight of dry biomass. The highest biomass 

(5.19 g/L) and catalase activity (2136.25 U/mL) were found in medium consisted 1% molasses and 2.5 % yeast 

extract. In addition with the 4% whey as a carbon source, catalase activity and growth were 3032.5 U/mL and 6.16 

g/L respectively. The results showed molasses and whey are suitable and inexpensive substrate. On the other hand 

inorganic nitrogen sources such as urea are not suitable for the production of catalase and cell growth. 
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