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  كيدهچ

از . آنيـون كـرده اسـت    متحمل اثرات سمي ناشي از اين اكسيحد از تلوريت، محيط را  از  بيش  استفاده  امروزه: مقدمه
اگرچـه اثـرات سـمي    . ، مطرح استارزان و سازگار با محيط زيستتيمار زيستي مناطق آلوده، به عنوان روشي رو  نيا

ها، از جمله باكتري نمك دوسـت   هاي مختلفي از باكتري ها گزارش شده ولي گونه تلوريت براي بيشتر ميكروارگانيسم
ايـن  هـدف  . به شـكل عنصـريش غلبـه كنـد      آنيون اين اكسي يتواند بر سميت آن با احيا مورد استفاده در اين پروژه مي

 .  زدايي تلوريت بود مطالعه، شناسايي مسير آنزيمي به سم

 ،سـازي  خـالص   بـه منظـور بـالا بـردن فعاليـت آنزيمـي و از دسـت نـدادن آن طـي فرآينـد           در ابتـدا  :ها  مواد و روش
در   روش يك عامل"سازي با  بهينه. و شرايط توليد آن انجام شد سازي آزمون مناسب براي بررسي فعاليت آنزيمي بهينه

هـاي مختلـف    ، غلظـت  اسـيديته تلقـيح،   زمان، درصدهاي مختلف مايـه : هاي مختلفي از جمله عامل. انجام شد "هر زمان
. نيـز بررسـي شـد    اطمينـان در طـي پـژوهش ميـزان حـذف تلوريـت      منظـور   بـه . هاي مختلف بهينه شـد  تلوريت و نمك

و كرومـاتوگرافي سـتوني    1هـاي مختلـف ماننـد، رسـوب بـا آمونيـوم سـولفات        سازي آنزيم مـورد نظـر بـا روش    خالص
  خلـوص آنـزيم در طـي هـر مرحلـه بـا      . مولار اشباع آمونيوم سـولفات انجـام شـد    4/1با غلظت  2كنش هيدروفوب ميان

SDS-PAGE شد بررسي.  
، بـدون حضـور   5/7  تلقـيح، اسـيديته   مايـه  درصـد  3ساعت،  30دست آمده نشان داد كه در زمان  به  شرايط بهينه :نتايج

سـازي   خـالص . شـود  بالاترين ميزان فعاليت آنزيم و حـذف تلوريـت مشـاهده مـي     ،NaCl نمك درصد 5تلوريت و در 
داد و تغليظ يكي از باندها كه زيرواحدي از آنزيم مورد هـدف  هاي غيرمرتبط را كاهش  آنزيم به ميزان زيادي پروتئين

نشان داده شد كه علاوه بر فعاليت تلوريت ردوكتـازي،   ،شده در بخش پروتئيني به طور نسبي خالص. بود، را باعث شد
  .فعاليت سلنيت و نيترات ردوكتازي نيز در اين بخش وجود دارد

هالوفيل و بررسـي آنـزيم     هاي در مسير شناسايي بيشتر فيزيولوژي ميكروارگانيسم ،اين پژوهش :گيري بحث و نتيجه
  .ه استكردسازي  و تا حدي خالص  ول را در باكتري مربوطه بهينهودخيل در احياي تلوريت گام برداشته و آنزيم مس

  سازي آنزيم ، خالصSalinicoccusتلوريت، نمك دوست،  :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
ــه ــت در     در ده ــاد تلوري ــاي زي ــر كاربرده ــاي اخي ه
ســازي، الكترونيــك، فيبرنــوري و  هــاي بــاطري كارخانــه

محيطي  هاي زياد زيست معادن افزايش يافته و به آلودگي
نسـبت بـه   تلوريـوم و سـلنيوم   . تلوريت منجر شـده اسـت  

كننـد   تركيبات مشابهي ايجاد ميخود، سولفور،   آنالوگ
هــاي متفــاوتي را از خــود بــروز  ولــي خــواص و واكــنش

 دهند و به طور در خور توجهي سميت بيشتري دارنـد  مي
هاي مقاومت به تلوريت زيادي در كرومـوزوم   عامل). 1(

 هاي باكتريايي مشاهده شده است يا پلاسميد برخي گونه
ها، عامل مقاومت بـه تلوريـت    در كل اين عامل ).3و  2(

  . با مكانيسمي ناشناخته هستند
ــم ــاي ميكروارگانيسـ ــا راهكارهـ ــراي  هـ مختلفـــي بـ

هـا   فلزات دارند ولي همگي آن زدايي فلزات و شبه سميت
  :گيرند كلي جاي مي  در دو فرآيند

ها را در محيط با اتصال  ها غلظت آن ميكروارگانيسم  .1
گوينـد، كـاهش    هـم مـي   3تجمع زيستيسلولي كه به آن 

 . دهد مي

مكانيسم دوم وابسته به متابوليسم سـلولي بـراي تغييـر     .2
 . فلز سمي از شكل محلول به نامحلول است

تجمع زيستي غيرفعال است زيرا اين فرآيند به   فرآيند
ايـن در حـالي اسـت كـه     . تمايل بـه اتصـال بسـتگي دارد   

 به انرژي سلول است هاي متابوليكي فعال و وابسته فعاليت
)4.(  

شناســايي عوامــل مــؤثر در احيــاي   تــاكنون در زمينــه
توان  هاي اندكي انجام شده است كه مي تلوريت كوشش

 ،)5( از فعاليـت تلوريــت ردوكتـازي نيتــرات ردوكتازهــا  
ــكيل    ــا در تش ــاتيون احي ــاركت گلوت ، )Te0)6و  Se0مش

در  FADH2تلوريــت وابســته بــه  فعاليــتســطوح بــالاي 

 در غشـاي خـارجي   cهـاي   سيتوكروم، )7( بخش غشايي
ــت    و گزارشــي از خــالص ) 8( ــا فعالي ــي ب ــازي پروتئين س

  ). 9(نام برد  تلوريت ردوكتازي
هاي نيازمند به نمك  ها، ميكروارگانيسم نمك دوست

. كننـد  هاي با نمك بـالا زنـدگي مـي    هستند كه در محيط
پروكـاريوتي  هاي  ميكروارگانيسم شامل كليها به طور  آن
سازي فشاراسمزي با محـيط   يوكاريوتي با توانايي متعادل و

هـا   نمـك   كننـده  بيرون و مقاومت در برابر اثرات واسرشت
ــد ــروتئين    مانن ــم پ ــا ه ــع ب ــتند  تجم ــا هس ــن گــروه  . ه اي

بسـته بـه   . نـد هـا، از تنـوع بـالايي برخوردار    يسمميكروارگان
   هـــا را بـــه آن ،غلظـــت نمـــك مـــورد نيـــاز بـــراي رشـــد

، )سـديم كلريـد   درصـد   5صـفر تـا   (نمـك    كننده ملتح
، )ســديم كلريــد درصــد 5تـا   2(نمـك دوســت ضــعيف  

 و ،)سـديم كلريـد   درصـد  20تـا   5(نمك دوست نسـبي  
، )سـديم كلريـد   درصـد  30تا  20(نمك دوست افراطي 

دوسـت   هـاي نمـك   ميكروارگانيسم. كنند بندي مي تقسيم
ــوع و داراي    ــوژي متن ــر فيزيول ــبي از نظ ــنسنس ــاي  ج ه

   ).10(مختلفي هستند 
هـــاي اكســـتريموفيل  در مقايســـه بـــا ديگـــر گـــروه

كــه بــه طــور گســترده در ) هــا هــا و آلكالوفيــل ترموفيــل(
هـاي بيوتكنولوژيـك    ، كـاربرد شـوند  استفاده مـي صنعت 

هاي نمك دوست نسـبي و افراطـي،    زياد ميكروارگانيسم
شـدن   اين ناديده گرفتـه . ستا  شده معمولاً ناديده گرفته 

هـا را در نظـر    ع گسـترده نمـك دوسـت   به ويژه وقتي تنو
اين دسته از موجـودات در  . استتر مشهود  بگيريم، بيش

هـا يافـت    هـا و يوكـاريوت   هر سه قلمرو آركيـا، بـاكتري  
اند كـه   عا شامل اعضايي با فيزيولوژي متنوه آن. شوند مي
هـاي   وسـيعي از غلظـت    سازد بـا گسـتره   ها را قادر مي آن
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از ديگـر مزايـاي   . سـازش پيـدا كننـد    ،تا حد اشباعنمك 
هــا ايــن اســت كــه احيــاي  احيــا توســط ميكروارگانيســم

دست آمده بـه شـكل نـانوذره بـوده و      هاي به آنيون اكسي
تركيبـات در  . اهميت اين نانوذرات رو بـه افـزايش اسـت   

پتانسيل بـالايي در   CdTeمثل ) Te0(مقياس نانو تلوريوم 
هاي خورشيدي دارند و  سلول  اد اوليهاستفاده به عنوان مو

 هـا انجـام   هـاي زيـادي روي آن   امروزه مطالعه و بررسـي 
   ).11( دشو مي

هـاي نمـك دوسـت در     كه بعضـي ارگانيسـم    از آنجا
  مقايسهكنند،  درون سلول نيز با استرس اسمزي مقابله مي

 وهـاي غيرنمـك دوسـت     ارگانيسـم  درهاي مشابه  آنزيم
به هر حال عامل ايـن  . زيادي دارد، اهميت   نمك دوست

تفاوت هر چه كه هست به طور آشـكارا اهميـت بنيـادي    
هاي  پروتئين. ها دارد در درك نوع زندگي نمك دوست

نمك دوست براي فعال، پايدار و محلول بودن در نمـك  
هـاي در   غلظـت . رو هستند هاي بسياري روبه بالا با چالش

ــروتئين   ــراي پ ــولاً ب ــولار نمــك معم ــا و ديگــر  حــد م ه
ايـن امـر باعـث تخريـب     . ها مخرب اسـت  ماكرومولكول

ــع آن  ــوم و تجمـ ــاختار سـ ــزايش   سـ ــاطر افـ ــه خـ ــا بـ هـ
هـاي   كـنش  شود و بـا ميـان   هاي هيدروفوب مي كنش ميان

اگرچــه برخــي . كنــد الكتروســتاتيك تــداخل ايجــاد مــي
ها  شود تا ماكرومولكول ها باعث مي اوقات اين سازگاري

يكپارچگي ساختار خود وابسـته  به طور مطلق براي حفظ 
   ).12( به نمك بالا باشند

زدايي شيميايي مناطق آلوده به فلـزات   كه سم  از آنجا
سمي، گران است و محيط را متحمل اثرات جانبي ناشـي  

كند، تيمار زيستي ايـن منـاطق بـه     از مصرف اين مواد مي
  دهنـده  عنوان روشي سازگار با محـيط زيسـت و كـاهش   

هـاي   نيـاز ذاتـي ميكروارگانيسـم   . مطـرح اسـت  ها،  هزينه
ــك   ــه نم ــت ب ــك دوس ــي     نم ــر همراه ــوي ديگ و از س

هـايي كـه نيـاز ميكروارگانيسـم      ها با كـاتيون  آنيون اكسي
هـا را   كند، اين ميكروارگانيسـم  دوست را مرتفع مي نمك

نسبت به همتايان غيرنمك دوست خود در زمينـه تحمـل   
ــي   ــاتر م ــت توان ــذف تلوري ــازد و ح ــالاي  پتا. س ــيل ب نس

هـاي   هاي نمك دوست در تحمل غلظت ميكروارگانيسم
بالاي فلـزات سـمي چـون سـلنيوم و تلوريـوم و توانـايي       

ــيط     ــر در مح ــن عناص ــار زيســتي اي هــاي نمكــي و   تيم
هـا را بـه عنـوان     هاي پرنمك، اين ميكروارگانيسـم  پساب

   ).13( كند كانديدي مناسب بدين منظور مطرح مي
Salinicoccus iranensis QW6  يـــك بـــاكتري

گرم مثبت، غيراسپورزا، فاقد حركت و هوازي  كوكوس
هـاي آن   كلوني. با توانايي توليد اكسيداز و كاتالاز است

. كند نارنجي توليد مي -گرد و صاف بوده و پيگمان قرمز
رشد براي اين ميكروارگانيسم بـدين شـكل     شرايط بهينه

 ):17 و 14(دست آمده است  به

   درصد 10تا 5/7: بهينه/  درصد 25تا  1  :(NaCl)محدوده نمك 
  5/7: بهينه/  10 تا 6/5 :اسيديته  محدوده
   گراد سانتي  درجه 34: بهينه/  45تا  5 :دما  محدوده

MIC مولار ميلي 12 :براي تلوريت  
  

  مثبت :احياي نيترات
تـا كنـون هـيچ     بـه دسـت آمـده   با توجه بـه اطلاعـات   

هاي دخيل در احياي تلوريـت    گزارشي از بررسي مكانيسم
هـدف  . هاي نمك دوست انجام نشده است توسط باكتري

اســت كــه  يــا مســيرهايي بررســي مســير ،از ايــن پــژوهش
آنيون سـمي   ميكروارگانيسم در راستاي مقابله با اين اكسي

بـه طـور نسـبي خـالص شـده در ايـن        آنزيم. كند اتخاذ مي
  . ات بودتحقيق قادر به احياي تلوريت، سلنيت و نيتر
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  ها مواد و روش
  مواد شيميايي

آبـه، سـديم كلرايـد،    5پتاسيم تلوريت، سديم سلنيت 
ــولفات،     ــوم س ــد، آموني ــوم كلراي ــد، منيزي ــيم كلراي پتاس

مركاپتواتـانول از شـركت   -مخمـر و بتـا    تريپتون، عصـاره 
، ليزوزيم، G-100سفادكس ;4) درمشتات، آلمان(مرك 

Tris–HCl ،PMSF )5فلورايـــد ســـولفونيل متيـــل فنيـــل( ،
NADH 4       آبه، كوماسـي برليانـت بلـو، دكسـتران بلـو و

ــل دي دي ــو اتي ــات تي ــيگما   6كربام ــركت س ــنت (از ش س
سـفارز از شـركت    -Qفنيل سفارز و  ;7) لوييس، آمريكا

و سديم كلرايد از شركت ايرانـي   8بيوتكنولوژي فارميشيا
  . تهيه شد 9دكتر مجللي

  كشت و رشد ميكروارگانيسم
ــويه ــيش Salinicoccus iranensis QW6  س ــر  پ ت

از قـــم جداســـازي و  10توســـط آموزگـــار و همكـــاران
ايــن بــاكتري كوكــوس گــرم  ).14( شناســايي شــده بــود

ــوده و قابليــت احيــاي   و هــوازي مثبــت،  فاقــد تحــرك ب
اين باكتري از مركـز ملـي   . تلوريت و سلنيت را داراست

 IBRC-10198ي سـويه   بـا شـماره   11ذخاير ژنتيك ايران
ــا دو روش كشــت در محــيط شــيب  ــا  دريافــت و ب دار، ب

 . گليسرول و نيز به شكل ليوفيليزه نگهداري شد

از محـيط لوريـا    Salinicoccusبراي كشت باكتري  
  واسـيديته  درصد 5با غلظت سديم كلرايد ) LB(برتاني 

هاي مـايع در   محيط. شد استفاده  به عنوان محيط پايه 5/7
 34و در دمــاي  rpm 150انكوبــاتور شــيكردار بــا دور   

هـاي كشـت    محيط. شدند گرماگذاري   گراد سانتي  درجه
ــا حجـــم   ميلـــي ليتـــر در در  20پايـــه پـــس از تهيـــه، بـ

. توزيـع و اتـوكلاو شـدند    100هـاي ارلـن مـاير     فلاسـك 
يلتـر  هـا بـه شـكل جداگانـه بـا ف      آنيـون  هاي اكسي محلول

در . استريل و به محيط پايه پيش از تلقـيح افـزوده شـدند   

اين روش ميزان جـذب نـوري سوسپانسـيون بـاكتري در     
تلقيح نشـده   برابر محيط كشت در نانومتر 620طول موج 

 12اسـپكتروفوتومتر  UV-vis عنـوان شـاهد در دسـتگاه    به 
كننـده   در مواردي كه وجـود عامـل تـداخل   . خوانده شد

شد، از غلظت پروتئين به منظـور   سنجش ميمانع اين نوع 
  . شد بررسي ميزان بيوماس استفاده 

  بررسي ميزان رشد باكتري
كـه   بـاكتري  خـالص  كلـوني براي اين منظور از تك 

نمك طعام  درصد 5حاوي  LBروي محيط كشت جامد 
، سوسپانســيون )ســاعته 48كشــت (رشــد كــرده بــود   

مك فارلند تهيه شـد و بـه    5/0بي معادل كدورت وميكر
حجــم محــيط پايــه بــه آن تلقــيح و   درصــد يــكميــزان 

منحني رشد مربوط به ميكروارگانيسـم  . گرماگذاري شد
براي تلقيح از اين ) فاز سكون(ترسيم شد تا زمان مناسب 

ــه محــيط پــيش  ــين شــود محــيط ب از  ،ســپس. كشــت تعي
اند به منظـور تلقـيح    هايي كه به فاز سكون رسيده باكتري

حجمـي اسـتفاده    درصـد  5كشت به ميزان  به محيط پيش
از ايـن   5/113نوري برابر بـا    پس از رسيدن به دانسيته. شد

هـاي   كشـت بـراي تلقـيح بـه محـيط      محيط به عنوان پيش
با رسم منحني رشد، از آن براي تعيين . شد اصلي استفاده 

يط كشـت بـه مح ـ   ساعت مناسب براي تلقيح محيط پـيش 
هاي مختلـف روي   توليد، در هنگام بررسي اثر عامل  پايه

رشد سويه، فعاليت آنزيم و حذف تلوريت اسـتفاده شـد   
زمـان   ها در سه بار تكرار به طور هـم  آزمايشتمام ). 13(

  . انجام شدند
  سنجش مقدار پروتئين و تلوريت

براي سنجش مقدار پـروتئين از روش برادفـورد و بـا    
بـه عنـوان اسـتاندارد،     14آلبـومين سـرم گـاوي   استفاده از 

آنيـون   براي بررسي ميزان حذف اكسي). 14(استفاده شد 
. تيوكربامـات اسـتفاده شـد    دي اتيـل  تلوريت از معرف دي
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 500 از بـافر  ميكروليتر 300ه كار بدين طريق بود ك روش
از معـرف   ميكروليتر 100و  Tris-HCl, pH 7 مولارميلي
 100و ) مــــولار ميلــــي 10(تيوكربامــــات  دي اتيــــل  دي

مورد سنجش با يكديگر مخلوط شده   از نمونه ميكروليتر
توســــط نــــانومتر  340و جــــذب آن در طــــول مــــوج

 ميكروليتـر  300 :شاهد شامل. اسپكتروفتومتر سنجيده شد
ــافر،  ازمحــيط ميكروليتــر  100معــرف، ميكروليتــر  100ب

   ).15( كشت بدون تلوريت بود
 رشــد و بررســي ميــزان حــذف تلوريــترســم منحنــي 

Salinicoccus iranensis  هـاي مختلـف    در حضور غلظـت
   تلوريت

كشت تهيـه شـده بـه منظـور تلقـيح بـه        از محيط پيش
هـاي مختلـف    آنيـون بـا غلظـت    هاي حاوي اكسـي  محيط

ــا  . تلوريــت اســتفاده شــد ميــزان رشــد ميكروارگانيســم ب
علت استفاده از ايـن  . سنجش غلظت پروتئين بررسي شد

روش پراكنش نور توسـط اسـپكنروفوتومتر بـراي توليـد     
ــوم طــي رشــد ميكروارگاني  ــودذرات تلوري ــدين . ســم ب ب

ــاكتري   ــد ب ــول مراحــل رش ــور در ط ــزان   منظ ــه مي  5/0ب
ليتر از محيط كشت در شرايط استريل برداشت شده  ميلي

 4دقيقـــه در دمـــاي  10بـــه مـــدت  g×11000و در دور 
محلـول رويـي بـه    . شـد  سـانتريفيوژ    گـراد  ي سانتي درجه

رسوب . منظور بررسي ميزان حذف تلوريت، بررسي شد
شستشـو داده   5 بـار بـا آب نمـك درصـد      باكتريايي يك
نرمـال بـه آن    1/0از سـود   ميكروليتـر  500 ،شده و سپس
بار . درجه قرار گرفت 96ساعت در دماي  1اضافه شده، 
اسـپين شـده و غلظـت     g× 13000 هـا بـا دور   ديگر نمونه

 15مــايع رويــي بــا اســتفاده از روش برادفــورد در  پـروتئين 
  ).17و  16(سنجيده شد 

  ي سلولي سازي عصاره آماده
هاي ميكربي طبق شـرايط   براي اين منظور ابتدا كشت
 هـا و  بـراي حـذف سـلول    ،بهينه كشت داده شده و سپس

ــواد جامــد محــيط، در دور   ــاي g× 4000ديگــر م   در دم
. دقيقه سانتريفيوژ شـدند  20به مدت   گراد درجه سانتي 4 

شستشـو داده   درصـد  5بار با آب نمـك  2رسوب حاصل 
 1mM ,ميلـي مـولار،   Tris-HCl  50(شده و در بافر ليز  

PMSF (  ــد ــيون درآمدنـ ــت سوسپانسـ ــه حالـ ــل . بـ عمـ
دقيقـه فاصـله    1اي بـا   ثانيه 30مرحله  10سونيكاسيون در 

   بـاكتري سـونيكت شـده بـا دور    . بين مراحـل انجـام شـد   
 g× 14000  20به مـدت    گراد ي سانتي درجه 4در دماي 

 درصـد  60و شـدت   5/0خروجـي  . دقيقه سانتريفيوژ شد
محلـول رويـي بـه    . براي دسـتگاه سـونيكاتور تنظـيم شـد    

 20و بـه مــدت   g× 13500 سـلول بـا دور    عنـوان عصـاره  
هاي شكسـته   دقيقه سانتريفيوژ و از بقاياي سلولي و سلول

  ). 18( نشده جدا شد
  سنجش فعاليت آنزيمي

فعاليت آنزيمي به روش سينيتيكي و از طريـق بررسـي   
نـانومتر   340 در طـول مـوج   NADHكاهش ميزان جذب 

بــدين منظــور دســتگاه اســپكتروفتومتر در    . تعيــين شــد 
ــت ــانومتر  16Rate )Kinetic(، 340حال دقيقــه  1و زمــان ن

 470ي تعيـين فعاليـت تلوريـت ردوكتـازي،     برا. تنظيم شد
حـاوي  ) Tris-HCl, pH 8(مـولار  ميلـي  50بافر  ميكروليتر

 25، مـولار ميلـي  6تلوريت سديم و سلنيت سديم هريـك  
 NADH )10ميكروليتـر   5 نمونه حاوي آنزيم و ميكروليتر

 50 تمامي مـواد در بـافر  . در كووت ريخته شد) مولارميلي
تعيين فعاليـت در  . شد حل ) Tris-HCl, pH 8(مولار ميلي

بـه   NADHافـزودن   بـه محـض  . شـد  دماي محـيط انجـام   
  ). 19( محتويات سل، تغييرات جذب بررسي شد
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هـاي كشـت و شـرايط رشـد بـراي حـذف        بهبود روش
 تر آنزيم تر تلوريت و توليد بيش بيش

براي بهبـود توليـد آنـزيم، اثـر عوامـل مختلـف روي       
بررسي و  ،، توليد آنزيم و ميزان حذفQW6رشد سويه 
بـه منظـور   17از روش يك عامل در هر زمان. گزارش شد

به اين شـكل كـه در هـر مرحلـه     . سازي استفاده شد بهينه
عوامـل ديگـر بـه     تمامفقط اثر يك عامل بررسي شده و 

بـه دسـت     مقـدار بهينـه  . شكل ثابت در نظر گرفته شـدند 
آمده براي هر عامل، به منظور بررسي عامل بعدي اعمال 

سـازي   هاي كشت قبل از سـترون  محيط همه  اسيديته. شد
  . تنظيم شد
  اثر زمان

براي بررسي اثر زمان روي رشد، توليد آنزيم و ميزان 
هاي پايه آماده بـا   حذف، از محيط پيش كشت، به محيط

 34شرايط بهينه تلقيح انجـام شـد و در شـيكر انكوبـاتور     
در . گرماگذاري شـد  rpm  150با دور   گراد درجه سانتي

ا، براي ساعت سه ارلن به شكل جد 6ساعت، هر  84طي 
. شـد   بررسي رشد، توليـد آنـزيم و ميـزان حـذف تحليـل     

مقدار بهينه بـه دسـت آمـده در ايـن مرحلـه، در مراحـل       
  . بعدي اعمال شد
  تلقيح اثر حجم مايه

تلقيح رشد، توليد آنزيم و ميـزان   براي بررسي اثر مايه
 10و 8،  6،  4،  2، 1حذف، از محيط پيش كشت با مقادير 

پايه آمـاده بـا شـرايط بهينـه، تلقـيح       هاي به محيط  درصد
  گـراد  درجه سـانتي  34انجام شد و در شيكر انكوباتور در

مقدار بهينه به دسـت  . گرماگذاري شد rpm  150با دور 
  . آمده در اين مرحله، در مراحل بعدي اعمال شد

 هاي مختلف تلوريت اثر غلظت

هاي مختلف تلوريت بر رشد،  براي بررسي اثر غلظت
كشـت بـه    آنـزيم و ميـزان حـذف، از محـيط پـيش     توليد 
، 25/0، 1/0آماده با شرايط بهينـه حـاوي     هاي پايه محيط

مولار تلوريت، تلقيح انجام شد و در  ميلي 1 و 75/0، 5/0
  بـــا دور  گـــراد درجـــه ســـانتي 34شـــيكر انكوبـــاتور در

rpm  150 مقدار بهينه بـه دسـت آمـده    . گرماگذاري شد
  .در اين مرحله، در مراحل بعدي اعمال شد

   اسيديتهاثر 
بهينه براي رشد، توليد آنزيم   اسيديتهبراي دستيابي به 

و ميزان حذف، از محيط پيش كشت به ميزان مناسب بـه  
هاي  اسيديتههاي پايه آماده شده با شرايط بهينه و با محيط

تلقيح انجـام شـد و در شـيكر     10و  5/9، 9، 5/8، 8، 5/7
ــاتور در ــا دور   گــراد درجــه ســانتي 34انكوب  rpm  150ب

در   اسـيديته بـراي تـأمين شـرايط ثابـت     . گرماگذاري شد
د فسـفات، تـريس و   محيط كشـت، از بافرهـاي اسـتاندار   

بــه شــكل مخلــوط  مــولارميلــي 50گلايســين بــا غلظــت 
به اين شكل كه بافرها جـايگزين آب مقطـر   . استفاده شد

به دسـت    مقدار بهينه. در تركيب محيط كشت پايه شدند
  . آمده در اين مرحله، در مراحل بعدي اعمال شد

ــك     ــون ي ــورد آزم ــم م ــه ميكروارگانيس ــا ك از آنج
ــوده و ايــن ميكــرو ارگانيســم  نمــك هــا بيشــتر  دوســت ب

يمي و در برخي موارد يون كلرايدي وابستگي به يون سد
ها بر حذف تلوريت  تأثير اين يون ،دهند از خود نشان مي

  . و فعاليت آنزيمي بررسي شد
  هاي كلرايدي اثر نمك

هـاي سـديم كلرايـد، پتاسـيم      براي بررسـي اثـر نمـك   
بـر روي رشـد، توليـد آنـزيم و      كلرايد و منيزيـوم كلرايـد  

ميزان حذف، از محيط پيش كشـت بـه ميـزان مناسـب بـه      
،  5،  1هـاي   پايه آماده با شـرايط بهينـه و غلظـت    هاي محيط

از نمـك كـه جـايگزين نمـك اصـلي در       درصد  15 و 10
ــد و در     ــام شـ ــيح انجـ ــود، تلقـ ــده بـ ــت شـ ــيط كشـ محـ

 rpm  150بـا دور    گـراد  درجه سانتي 34انكوباتور در شيكر
ها در ايـن   نمك  آمده دست به  مقدار بهينه. گرماگذاري شد

.ا بــا يكــديگر مقايســه شــدندآزمــايش در آزمايشــي مجــز



  
 

  Salinicoccus iranensis  7از باكتري نمك دوست  تلوريت مؤثر در احياي) هاي(آنزيم  سازي نسبي و خالص بررسي
 

 

  هاي سديمي اثر نمك
براي بررسي اين عوامل بر رشد، توليد آنزيم و ميزان 
ــه     ــزان مناســب ب ــه مي ــيش كشــت ب حــذف، از محــيط پ

ــيط ــك   مح ــه داراي نم ــاي پاي ــرات،    ه ــديم نيت ــاي س ه
 25تـا   1هـاي   استات با غلظـت  سولفات و سديم سديم دي

درجه  34تلقيح انجام شد و در شيكر انكوباتور در درصد
  . گرماگذاري شد rpm  150با دور   گراد سانتي
  سازي نسبي آنزيم خالص

سازي پـروتئين در نخسـتين مرحلـه از     به منظور خالص
هـا اسـتفاده    پـروتئين  18بنـدي  آمونيوم سولفات براي بخـش 

اشباع آمونيوم سـولفات   درصد 60سلولي تا   به عصاره. شد
هـا از رسـوب بـه     بدين وسيله بخشي از پـروتئين . اضافه شد
دقيقــه جــدا  10بــه مــدت  g× 11500ســانتريفوژ  ي وســيله
 Tris- HClرسوب حاصل در حـداقل مقـدار بـافر    . شدند

pH 8  50 مولار آمونيوم سـولفات   4/1حاوي  مولار،ميلي
سـاعت و   12حل شده و عليه همين بافر به مـدت  ) Aبافر (

ي ديـاليز شـده    نمونه. ساعت دياليز شد 4با تعويض بافر هر 
- ميلـي  50بر روي ستون فنيل سفارزي كـه از قبـل بـا بـافر     

مــولار آمونيــوم  4/1حــاوي   Tris- HCl pH 8 مــولار
 19FPLC)AKTAبـه دسـتگاه   سولفات به تعادل رسيده و 

Prime, Amersham ( پـس از  . بود، بارگذاري شـد متصل
هاي متصل شده با گراديان خطي  شستشوي ستون، پروتئين

-Trisآمونيوم سولفات تهيه شـده در بـافر   مولار  2صفر تا 

HCl, pH 8  50 بــافر(مــولار  ميلــيB (در . شســته شــدند
برقـرار   ليتـر در دقيقـه   ميلي 1هنگام كروماتوگرافي جريان 

 ليتـر در دقيقـه   ميلـي  5/0تنها در هنگام تزريق نمونه به . بود
از سـتون   ليتـري  ميلـي  2هـاي   بخـش . شـد  كاهش داده مـي 

. شـد  ها انجام مـي  آنزيمي بر روي آن   آوري و آزمون جمع
آوري  هاي مربوط به هر پيك جمـع  به منظور اطمينان نمونه

 دالتـوني  كيلـو  10و با سيستم اولترافيلتراسيون داراي منافـذ  
فعاليـت آنزيمـي    ،تغلـيظ و سـپس  ) 21پور ، ميلي20آميكون(

  . مربوطه بررسي شد

  22اكريل آميد ژل پلي - الكتروفورز سديم دو دسيل سولفات
ي لاملـي   ها بـا روش تغييـر يافتـه    الكتروفورز پروتئين

اكريل آميد  درصد 5بدين شكل كه از غلظت . انجام شد
اكريل آميـد بـراي    درصد  5/12كننده و از  براي ژل توده

ها با جوشـانده شـدن در    نمونه. ژل جداكننده استفاده شد
)w/v(1  درصد SDS  مركاپتواتانول آمـاده   -2در حضور

   ).20( شدند
  ها تجزيه و تحليل داده

مختلـف و نيـز تعيـين      براي مقايسه بين شـرايط بهينـه  
ــي  ــتلاف معنـ ــين آن اخـ ــال   دار بـ ــطح احتمـ ــا در سـ   هـ

)P value <0.05 (    از تحليــل واريــانس يــك طرفــه
ANOVA23 استفاده شد 24اي دانكن و آزمون چند دامنه .
 SPSSهـاي آمـاري بـا اسـتفاده از نـرم افـزار        تمام تحليل

 و ترسيم نمودارها با استفاده از نرم افزار 25) 19ويرايش (
Excel 2010 در محيط ويندوز انجام شد. 

  

 نتايج
 رسم منحني رشد و حذف تلوريت

ــويه و حـــذف   منحنـــي 2و  1شـــكل  هـــاي رشـــد سـ
سـاعت گرماگـذاري را    84آنيـون تلوريـت در طـي     اكسي

هــاي پــروتئين و حــذف  ميــانگين غلظــت. دهــد نشــان مــي
دست آمده از سه تكرار براي هر بار سنجش  آنيون به اكسي
تر و رشد بالاتر ميكروارگانيسـم در   دهنده حذف بيش نشان

تـرين حـذف در    سـريع . وريـت بـود  تـر تل  هاي پـايين  غلظت
  . تلوريت مشاهده شد مولار ميلي 5/0غلظت 

 اثر عوامل فيزيكوشيميايي بر رشد و فعاليت آنزيم

 اثر زمان بر روي رشد و فعاليت آنزيم 

هـاي   گر رشد و توليد آنزيم در زمان نشان 4و  3شكل 
سـاعت معـادل    30ترين توليد در زمان  بيش. مختلف است

U/mg 0165/0 ر آن اسـت  نگ ـ بيـا نتايج حاصـل  . ديده شد
سـاعت   33تـا   24هـاي   كه بين ميزان توليد آنزيم در زمـان 

توليـد آنـزيم و حـذف    . داري وجود نداشـت  تفاوت معني
  . خواني دارد تلوريت نيز با ميزان بيوماس هم
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) 5/7 اسيديته(نمك سديم كلرايد   درصد 5 )w/v( تلقيح در محيط پايه حاوي. هاي مختلف تلوريت هاي رشد در حضور غلظت منحني -1شكل

  .نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است. انجام شد
  

 
نمك سديم كلرايد  درصد 5 (w/v) تلقيح در محيط پايه حاوي. هاي مختلف تلوريت هاي حذف تلوريت در حضور غلظت منحني -2شكل

  .نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است. انجام شد) 5/7  اسيديته(
 

 
). 5/7  اسيديته(تلوريت  مولار ميلي 5/0 نمك سديم كلرايد حاوي درصد 5 (w/v)حاوي در محيط پايه اثر زمان بر فعاليت آنزيمو رشد -3شكل

با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف گذاري شده  مقادير نشان. نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است
  .هستند) P value <0.05(دار  معني
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  Salinicoccus iranensis  9از باكتري نمك دوست  تلوريت مؤثر در احياي) هاي(آنزيم  سازي نسبي و خالص بررسي
 

  

 
). 5/7  اسيديته(تلوريت مولار  ميلي 5/0نمك سديم كلرايد حاوي  درصد 5) w/v( در محيط پايه حاوياثر زمان برحذف تلوريت و رشد -4شكل

  .نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است
 

بر فعاليت آنـزيم، رشـد و حـذف     26اثر حجم مايه تلقيح
  تلوريت

ــا   ميــزان رشــد و فعاليــت آنــزيم و حــذف تلوريــت ب
داده  نشـان  6و  5هـاي   متفاوت درشكلمقادير مايه تلقيح 

بــين فعاليــت آنزيمــي مشــاهده شــده در     . ســتا شــده

تفـاوت    هـاي بـا درصـدهاي متفـاوت مايـه تلقـيح       محيط
دار  تفاوت معني درصد  10و  1بين (داري ديده نشد  معني
هـا   فعاليت آنزيمي و حذف تلوريت در اين محـيط ). بود

   .خواني دارد نيز با ميزان بيوماس هم

  

  
نمك سديم كلرايد  درصد w/v (5( ساعت در محيط پايه حاوي 30در زمان  QW6اثر حجم مايه تلقيح بر فعاليت آنزيم و رشدسويه  -5شكل
گذاري  مقادير نشان. نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است). 5/7 اسيديته( تلوريت مولار ميلي 5/0حاوي 

  .هستند) P value <0.05(دار  شده با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف معني
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نمك سديم كلرايد  درصد w/v( 5( ساعت در محيط پايه حاوي 30در زمان  QW6  اثر حجم مايه تلقيح بر حذف تلوريت و رشدسويه -6شكل
گذاري  مقادير نشان. نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است )5/7 اسيديته( تلوريت مولار ميلي 5/0حاوي 

 .هستند) P value <0.05(دار  شده با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف معني
  

  
  

نمـك سـديم كلرايـد     درصـد  w/v( 5( ساعت در محـيط پايـه حـاوي    30هاي مختلف تلوريت بر رشد و فعاليت آنزيمدر زمان  غلظتاثر  -7شكل
ميانگين سه تكرار جداگانه بـوده و ميلـه خطـا بـراي آن نشـان داده شـده       نتايج ) 5/7  اسيديته(مايه تلقيح  درصد 2تلوريت با  مولار ميلي 5/0حاوي 
  .هستند) P value <0.05(دار  گذاري شده با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف معني مقادير نشان. است

 

  
نمك سديم كلرايد حاوي  درصد w/v(5( ساعت در محيط پايه حاوي 30تلوريت و رشد در زمان هاي مختلف تلوريت بر حذف  اثر غلظت - 8شكل
.نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است) 5/7 اسيديته(مايه تلقيح  درصد 2تلوريت با  مولار ميلي 5/0
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  Salinicoccus iranensis  11از باكتري نمك دوست  تلوريت مؤثر در احياي) هاي(آنزيم  سازي نسبي و خالص بررسي
 

هاي مختلف تلوريت بر رشـد، توليـد آنـزيم و     اثر غلظت
  حذف تلوريت 

ــد و  ــايج رش ــت   نت ــزيم و حــذف تلوري ــت آن  درفعالي
هـاي   شكلدر  تلوريت محلولهاي مختلف  غلظت حضور

 U/mg ترين فعاليت آنزيم بيش. ستا نشان داده شده 8و  7
. تلوريت به دسـت آمـد   مولار ميلي 1/0در غلظت  0265/0

با افـزايش غلظـت ميـزان توليـد بيومـاس و فعاليـت آنـزيم        
ــي  ــان م ــاهش نش ــد ك ــزيم در  . ده ــت آن ــزان فعالي  1/0مي

داري مشــاهده  تلوريـت تفـاوت معنـي    25/0و  مـولار  ميلـي 
  . خواني دارد حذف تلوريت نيز با ميزان بيوماس هم. نشد
  رشد و حذف تلوريت  ،بر فعاليت آنزيم  اسيديتهاثر 

كشـت   اوليـه محـيط    اسـيديته نتايج حاصل از از اثـرات  
توليد، بر ميزان رشد، حذف تلوريـت و فعاليـت آنـزيم در    

تـرين   طبق شكل، بيش. نشان داده شده است 10و  9 شكل
ــادل   ــازي معـ   pH  8در U/mg 0303/0فعاليـــت ردوكتـ

هاي مختلف  اسيديتهبررسي فعاليت آنزيم در . مشاهده شد
هـاي   اسـيديته داري بـين   گوياي آن است كه تفاوت معنـي 

فاقـد رشـد قابـل     10  اسـيديته وجود نداشـته و در   9تا  5/7
همچنـين،   .ملاحظه به منظـور بررسـي فعاليـت آنـزيم بـود     

نيـز رشـد ضـعيفي را نشـان      6هاي اسيدي  اسيديتهسويه در 
كمتـر از    اسـيديته داد ولي به اين علت كـه تلوريـت در    مي

در بافر مخلوط مورد استفاده حلاليـت كمـي داشـت،     5/7
در . هـاي اسـيدي بررسـي نشـد      اسـيديته رشد و فعاليـت در  

دار از  حـــذف تلوريـــت بـــه شـــكل معنـــي  5/7 اســـيديته
  . هاي ديگر بالاتر بود اسيديته

 

 
 1/0نمك سديم كلرايد حاوي  درصد w/v( 5( ساعت در محيط پايه حاوي 30بر فعاليت آنزيم و ميزان رشد در زمان   اسيديتهاثر  -9شكل

مقادير . داده شده استنتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان ). 5/7  اسيديته(مايه تلقيح  درصد 2تلوريت با مولار  ميلي
  .هستند) P value <0.05(دار  گذاري شده با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف معني نشان

  

 
 1/0نمك سديم كلرايد حاوي  درصد 5 (w/v)حاوي ساعت در محيط پايه  30برحذف تلوريت و ميزان رشد در زمان   اسيديتهاثر  -10شكل
مقادير . نتايج ميانگين سه تكرار جداگانه بوده و ميله خطا براي آن نشان داده شده است).5/7  اسيديته(مايه تلقيح  درصد 2تلوريت با  مولار ميلي

 .هستند) P value <0.05(دار  گذاري شده با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف معني نشان
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  هاي كلرايدي اثرنمك

ــاثير غلظــت  11شــكل ــايج ت هــاي مختلــف نمــك   نت
. دهـد  جايگزين بر روي رشد و فعاليت آنزيم را نشان مي

 و معادل NaCl درصد 5 ترين ميزان توليد در غلظت بيش
U/mg 029/0 ،5 درصــدMgCl2  و معــادلU/mg 054/0 

ــت ــد 5 و در غلظـ ــادل  KCl درصـ  U/mg 030/0و معـ
ميـزان توليـد بيومـاس نيـز بـا ميـزان       . سنجيده شده اسـت 
  . خواني دارد فعاليت آنزيم هم

  

 
 كلرايد، منيزيوم كلرايد، پتاسيم كلرايد بر توليد آنزيم و رشد در محيط پايه حاويهاي مختلف سديم  اثر غلظت -11شكل

)w/v( 5  مايه تلقيح  درصد 2تلوريت با  مولار ميلي 1/0 نمك سديم كلرايد حاوي درصد)گذاري  مقادير نشان). 5/7 اسيديته
 .هستند) P value <0.05(دار  شده با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف معني
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  Salinicoccus iranensis  13از باكتري نمك دوست  تلوريت مؤثر در احياي) هاي(آنزيم  سازي نسبي و خالص بررسي
 

  اثر سديم كلرايد، پتاسيم كلرايد، منيزيوم كلرايد بهينه   مقايسه
 نبــوددر  Salinicoccus iranensis QW6 بــاكتري

نتـايج اثـر   . يون سديم نيز به خـوبي قـادر بـه رشـد اسـت     
روي رشـد و   KClو MgCl2 ،NaClهاي مختلـف  غلظت

. نشــان داده شــده اســت   12فعاليــت آنــزيم در شــكل   

تـرين ميـزان فعاليـت     شود، بيش طور كه مشاهده مي همان
بــــه ترتيــــب در   U/mg 04/0 ،038/0 ،039/0آنــــزيم
 5  و NaClدرصــد  MgCl2  ،5درصــد  5هــاي  غلظــت
حـذف تلوريـت در ايـن    . شـود  مشاهده مـي   KClدرصد
 . انجام شد درصد 100ها به شكل  نمك

  

 
نمك سديم  درصد w/v (5( هاي سديم، منيزيوم و پتاسيم كلرايد بر فعاليت آنزيم و رشد در محيط پايه حاوي نمك  بهينه  مقايسه -12شكل

گذاري شده با حروف لاتين مختلف داراي اختلاف  مقادير نشان). 5/7  اسيديته(مايه تلقيح  درصد 2تلوريت با  مولار ميلي 1/0 كلرايد حاوي
  .هستند) P value <0.05(دار  معني

 

هاي مختلف سديم نيترات، دي سديم سـولفات   اثر نمك
  و سديم استات روي رشد و فعاليت آنزيم

قادر بـه رشـد    Salinicoccus iranensis QW6باكتري 
به ترتيـب  هاي مورد آزمون نبوده ولي  قابل ملاحظه در نمك

و   10هاي  در غلظتدي سديم سولفات و سديم استات رشد 
ــد 15 ــود   درصــــــــ ــر بــــــــ ــورد .بهتــــــــ در مــــــــ

يافـت ولـي هـيچ     نيترات با افزايش غلظت نمك افزايش مـي  
 .)13شكل ( ها رديابي نشد گونه فعاليت آنزيمي در اين نمك

  هـاي مختلـف نمـك،    در ضمن با وجود رشـد روي غلظـت  
رسوب سياه رنگ انجام نشـده يـا بـا      حذفي به شكل مشاهده

   .قادر به سنجش آن نبود) DDTC(روش مورد استفاده 
  

 
 تلقيح شد 5/7اسيديتهبا  LBباكتري در محيط . هاي سديمي بر رشد و فعاليت آنزيم اثر نمك -13شكل
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  سازي آنزيم خالص

دهي به روش آمونيوم سـولفات روش مناسـبي    رسوب
در ابتدا تصميم بر اين بود تـا   .براي رسوب دادن آنزيم بود

ــدي از روش بخــش ــراي   27بن ــوم ســولفات ب توســط آموني
پـذيري   سازي استفاده شود ولي به علت عدم تكرار خالص

از اين روش صـرف نظـر و از همـان مـاكزيمم غلظـت بـه       
  در ايـن روش از عصـاره  . دهي اسـتفاده شـد   منظور رسوب

. استفاده شـد  ليتر گرم بر ميلي ميلي 11440 سلولي با غلظت
 دند، بررسي شـدند هايي كه داراي فعاليت آنزيمي بو بخش

، ميزان درصـد مناسـب    با محاسبه فعاليت ويژه. )14شكل (
مـد نظـر   ) هاي(آمونيوم سولفات به منظور رسوب پروتئين 

 . دست آمد به  درصد 60

از آنجا كه به نظر آنزيم وابستگي به نمك از خـود نشـان   
ها بدون دياليز و با دياليز سنجش فعاليت آنزيمي  داد نمونه مي

دياليز شده در صورت دياليز عليه بـافر فسـفات     عصاره. شدند
علاوه بر آن گرماگذاري بخش . داد فعاليت از خود نشان نمي

سـتفاده از درصـد   فعال در حضور سوبسترا نشـان داد كـه بـا ا   
آمونيوم سولفات به دست آمده فرآيند ردوكتازي بـه شـكل   

 . رسوب سياه رنگ در محيط مشاهده شد

 
هاي مختلف  غلظت. دهي با آمونيوم سولفات رسوب -14شكل

مورد نظر از ) هاي(آمونيوم سولفات به منظور رسوب دادن پروتئين 
  .گرفته شدبه كار  درصد 30-80

  فنيل سفارز  نتايج ستون
سـلولي پـس     عصاره  فركشن از بارگذاري نمونه 120

از رسوب با آمونيوم سـولفات، روي سـتون فنيـل سـفارز     
. جمع آوري و براي تعيين فعاليت آنزيمـي سـنجش شـد   

ــكل     ــنجش ش ــل از س ــاتوگرام حاص ــاهده  15كروم مش
 95(فعاليـت آنزيمـي در بخـش انتهـايي سـتون      . شـود  مي
  . مشاهده شد) Bبافر رصدد

 

 
فعاليت آنزيمي در در پيك انتهايي ستون . به تعادل رسانده شده بود 8  اسيديته  Tris-HClستون با. كروماتوگرام ستون فنيل سفارز -15شكل 

 Bميزان بافر  B درصد و نانومتر  280 در طول موج) mAu(مقدار جذب . مشاهده شد كه با ستاره در بالاي پيك مورد نظر نشان داده شده است
  .افزوده سده به ستون به منظور شستشو است
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  Salinicoccus iranensis  15از باكتري نمك دوست  تلوريت مؤثر در احياي) هاي(آنزيم  سازي نسبي و خالص بررسي
 

 

  SDS-PAGEها با الكتروفورز  بررسي پروتئين
دست آمده از ستون تغلـيظ   الكتروفورز بخش فعال به

كيلودالتـون   57يكي از باندها در محدوده جرم مولكولي 
در اين بخش عـلاوه بـر فعاليـت    ). 16شكل (را نشان داد 

تلوريــــت ردوكتــــازي، فعاليــــت ســــلنيت و نيتــــرات 

تغليظ نمونه نيز نشان داد كـه  . شد ردوكتازي هم مشاهده 
كيلودالتـون نيـز    116ولي بالاتر از جرم مولك  در محدوده

عـلاوه بـر آن هـم در    . يك باند تغليظ شده حضـور دارد 
ها حضور پروتئين مشـاهده   چاهك و هم اطراف اين باند

  . شد مي
  

  
  
  

  گيري  بحث و نتيجه
با وجود مطالعات زياد بر روي مقاومت به تلوريـت و  

شناسـايي عوامـل     كنون در زمينـه  ها، تا آنيون ساير اكسي
هاي اندكي انجام  دخيل در مسير احياي تلوريت كوشش

 . شده است

ــن  ــهاي ــم    مطالع ــه ميكروارگانيس ــوط ب ــا مرب ــاي  ه ه
دوست بوده و بـا وجـود مقاومـت ذاتـي بـالاي       غيرنمك

پژوهشي در ايـن   ،ها ها به نمك بر روي آن نمك دوست
ــت    ــده اس ــام نش ــه انج ــتفاده از . زمين ــت اس ــاكتري عل  ب

Salinicoccus iranensisQW6،  علاوه بر هالوفيل بودن
ن به تلوريت نسـبت  ، مقاومت بالاتر آ و بومي بودن سويه
بــه  ).24-21( هــاي گــزارش شـده بــود  بـه ســاير هالوفيـل  

منظور بررسي فعاليت مكانيسم تلوريت زداي سـعي شـد   
 ،در ايــن روش. هــاي ميكربــي اســتفاده شــود از تكنيــك

) هـا (تر آنزيم  حذف تلوريت بالاتر به معناي فعاليت بيش
انتظـار  با توجه به نتايج رشد همان گونه كه . شد تعبير مي

آنيـون سـمي بـالاتر بـود،      رفت هر چه غلظـت اكسـي   مي
. شـد  تـر   خير ميكروارگانيسـم هـم بـيش   امدت زمان فاز ت
هاي كم تلوريت هم فـاز تـأخير در رشـد     حتي در غلظت

گر سميت بالاي  شود كه بيان ميكروارگانيسم مشاهده مي
سازي ميكروارگانيسم براي مقابله با  اكسي آنيون و آماده

تلوريـت ايـن    مـولار  ميلـي  1/0در مورد غلظت  .آن است
تر بود بـدين علـت كـه ايـن غلظـت بـا        رنگ موضوع كم

گزارش  مولار ميلي 12ميكروارگانيسم كه  MICتوجه به
شده، كم محسـوب شـده و ميكروارگانيسـم قـادر اسـت      

آساني با آن مقابله نموده و تفاوت زيادي با شاهد و در  به
ايـن  . سمي نداشته باشد آنيون شرايط بدون حضور اكسي

و نيـز   28تـر در نتـايج كبيـري و همكـاران     موارد نيز پـيش 
   ).25 و 13( گزارش شده بود 29صعودي و همكاران
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رسـيد   در مورد حذف تلوريت نتايج جالب به نظر مي
مـولار حـذف آن    ميلـي  5/0با افزايش غلظت تلوريت تـا  

نيز حذف  و همكاران آموزگار. شود تر انجام مي هم بيش
تـر   تلوريت در اين غلظت را توسط ميكروارگانيسم بـيش 

در غلظت ترين ميزان حذف  سريع ).17( ندگزارش نمود
در كمي بعد حذف . شد تلوريت مشاهده  مولار ميلي 1/0

آنيون مشاهده شد كه ايـن   اكسي مولار ميلي 25/0غلظت 
موضوع با اختلاف ميزان بيوماس مشاهده شـده مطابقـت   

طور كه ميـزان   اكسي آنيون همان  غلظتبا افزايش . دارد
آنيون هم  يابد، حذف اكسي تري مي بيوماس كاهش بيش

مـولار تلوريـت    ميلـي  1در غلظـت  . شـود  تر انجام مي كم
آن   دار بـود كـه از ارائـه    اي كم و نوسـان  حذف به اندازه
پژوهشي ديگر توسـط آموزگـار و    نتايج. صرف نظر شد

 .Thermoactinomyces spهمكـاران بـر روي بـاكتري    

QS-2006    ،نشـان داده شـد كـه حـذف     انجام شـده بـود
 1آنيـون تـا    اكسي  تلوريت توسط سويه با افزايش غلظت

مشـابه ايـن     نكتـه  ).26( شـود  مولار بيشتر انجـام مـي   ميلي
 3و  2، 1هــاي بــالا نيــز بــين  اســت كــه حتــي در غلظــت

ا نشـان  مولار حذف بالاتري ر ميلي 1مولار تلوريت،  ميلي
ــر دو    . داد ــت در ه ــذف تلوري ــابهي در ح ــانات مش نوس

  . شود گزارش مشاهده مي
ــرون ســلولي    بررســي فعاليــت آنزيمــي در محــيط بي

اين محيط تغليظ شد ولـي بـاز   . منفي بود) محيط كشت(
آنزيمي مربوطه به آن هيچ فعاليت آنزيمـي را     هم آزمون

ــداد    اگرچـــه بررســـي روي  . بـــا ايـــن روش نشـــان نـ
Pseudomonas stutzeri  و 2نشان داده بود كه پيريدين 

كـــه يـــك ) PDTC(بـــيس تيوكربوكســـيليك اســـيد  6
سيدروفور است يا محصولات توليد شده توسط آن، هم 
 در احياي سلنيت و هم در احيـاي تلوريـت نقـش دارنـد    

دهــد كــه آنــزيم مــؤثر در حــذف   ايــن نشــان مــي ،)27(

تلوريـت در بــاكتري مـورد بررســي در محلـي در داخــل    
  . سلول باكتري واقع شده است

ســازي آنــزيم از  بــه منظــور انجــام بررســي و خــالص
پــس از . مــولار تلوريــت اســتفاده شــد ميلــي 5/0غلظــت 

فعاليت آنزيم مثبت بـود و كـاهش جـذب     ،سونيكاسيون
شـد ولـي ايـن مقـدار فعاليـت       در طول زمان مشاهده مـي 

ــي  ــه  آنزيم ــه گون ــود ب ــدك ب ــد    ان ــاز فرآين ــه آغ اي ك
زيرا در طـي مراحـل   ؛ سازي با آن انجام پذير نبود خالص
سازي اين مقدار فعاليت كـه تنهـا عامـل شناسـايي      خالص

بررسي تأثير شرايط مختلف . آنزيم بود، قابل رديابي نبود
ــت، حضــور ســلنيت، حضــور تلوريــت و    حضــور تلوري

آنيـون بـر    نه اكسـي سلنيت، حضور نيترات و بدون هر گو
ي آنزيم، عدم القـايي بـودن آنـزيم را     ميزان فعاليت ويژه

  . كرد پيشنهاد مي
افـزايش فعاليـت    OFATبهبود فعاليت آنزيم با روش 

  . آنزيم تلوريت زداي را به همراه داشت
  هاي مختلف تلوريت اثر غلظت

هاي مختلـف   افزايش فعاليت آنزيم در حضور غلظت
بودن آن را بـراي آنـزيم مـورد نظـر     تلوريت عدم القاگر 

داد  گونه نشان مي ولي نتايج حذف تلوريت اين ؛نشان داد
كه با افزايش غلظت اكسي آنيون حذف تلوريت نسـبت  

د توان ـ بالاتر است كه اين موضـوع مـي  به فعاليت آنزيمي 
هاي مختلف حذف تلوريـت در بـاكتري را    حضور مسير
اليت آنـزيم، فـرض   و فع  وابستگي بين بيوماس. نشان دهد

القا شونده بودن آنزيمي را كه با ايـن روش بـه دنبـال آن    
و نيـز   30تر نيز چوانـگ و همكـاران   پيش. بوديم، رد نمود

عـــدم وجـــود ارتبـــاط بـــين  31موسكوســـو و همكـــاران
هاي مختلف تلوريت و فعاليت آنزيم را مربوط بـه   غلظت

  ). 28و  9(دند كرالقايي نبودن آن گزارش 
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  ي مختلفها اثر نمك
ــيش   ــاران پ ــار و همك ــد   آموزگ ــا رش ــر ب ــاكتري  ت ب

در  Thermoactinomyces sp. QS-2006 دوسـت  نمك
هاي اخير رشد و حذف تلوريت مناسـبي را   حضور نمك

كـه رشـد و حـذف     در حـالي  ).26( گزارش كرده بودند
هر دو باكتري مقايسه . ها ديده نشد تلوريت در اين نمك

 رســد  مــي بــه نظــر . باســيلالز هســتند   شــده از راســته 
ميكروارگانيسم مربوطـه وابسـتگي بـه يـون سـديم نشـان       

همراهي حـذف    كننده اين موضوع باز هم تأييد. دهد نمي
اين بود  جالب توجه  نكته. تلوريت با ميزان بيوماس است

نشــان  NaClهــا نيازمنــدي بــه  كــه بيشــتر نمــك دوســت
ولي ميكروارگانيسـم مـورد مطالعـه در حضـور      ؛دهند مي

MgCl2 و KCl اي، برابر با رشد در  نيز رشد قابل ملاحظه
. داد ، از خود بروز مي)NaCl  )P value < 0.05حضور 

. شايد اين نمك دوسـت وابسـتگي بـه يـون كلرايـد دارد     
در يــك  NaCl و MgCl2 ،KClســه نمــكمقايســه هــر 

رشد، فعاليت آنـزيم و حـذف    ،آزمايش نشان داد هر سه
ــي   ــتيباني م ــوبي پش ــه خ ــت را ب ــاوت   تلوري ــد و تف كردن

در هـر سـه   . نشـان ندادنـد  ) P value < 0.05( داري معني
 شـده انجـام   درصـد  100نمك حذف تلوريت بـه شـكل   

ــود ــين حــذف تلوريــت در  32آشــنگرف و همكــاران. ب ب
تفـاوت در ميـزان   را  KCl و MgCl2هـاي   حضور نمـك 

، كه تفاوت مشـاهده  ندحذف تلوريت گزارش كرده بود
هـا نسـبت    شده به زمان بررسي ميزان حذف در اين نمك

   ).17( داده شد
دهـي   سازي آنزيم با تلفيق دو تكنيك رسـوب  خالص

اسـبي  با آمونيوم سولفات و فنيل سـفارز بـه نظـر روش من   
كرومـاتوگرام سـتون فنيـل    . سازي آنزيم بود براي خالص

سفارز سه پيك نشان داد كـه فعاليـت آنزيمـي در پيـك     
تغليظ نمونه نيز نشـان داد كـه هنـوز    . شد انتهايي مشاهده 

هاي ديگري هم در چاهك و هم در اطراف باند  پروتئين
به همين منظور نياز اسـت  . به نظر تغليظ شده حضور دارد

ــا در ــزودن روش  تـ ــا افـ ــه بـ ــه آن،   ادامـ ــر بـ ــاي ديگـ هـ
بــه منظــور تأييــد احيــاي . ســازي را بهبــود دهــيم خــالص

تلوريت توسط آنزيم مربوطه، از گرماگذاري مستقيم آن 
ــا تلوريــت و  ــايج حضــور   NADHب اســتفاده شــد كــه نت

، آنيـون نقـش دارد   آنزيمي را كـه در احيـاي ايـن اكسـي    
  . دتأييد كر

سـازي شـده، قـادر بـه      خالصبه طور نسبي   اين نمونه
كــه فعاليــت  از آنجــا . احيــاي ســلنيت و نيتــرات نيــز بــود

ترين  تلوريت ردوكتازي نيترات ردوكتازها به عنوان قوي
فرضيه تا كنون مطرح است، اين احتمـال را دور از ذهـن   

سـازي ايـن آنـزيم گـام      د كه ما به سـمت خـالص  كن نمي
ي كامـل  سـاز  ايم ولـي اثبـات آن منـوط بـه خـالص      نهاده

  .آنزيم است
ســـازي نيتـــرات  خـــالص مطالعـــاتي كـــه در زمينـــه

  هاي نمك دوست بوده، يك مورد ردوكتازها در باكتري
موننكــو و   توســط فيلــي  2010هــم در ســال   و آن  

واحـد   انجام گرفت، كه در آن تنها يك زيـر  33همكاران
   ).29( بود، گزارش نمود NarGرا كه همان 

ســازي آنــزيم  در مجمــوع نتــايج ايــن پــژوهش بهينــه
ــوم و     ــه تلوريـ ــت بـ ــتي تلوريـ ــديل زيسـ ــل در تبـ دخيـ

بايــد  امــا. ســازي نســبي آن را بــه همــراه داشــت  خــالص
. سازي به شكل كامـل در ادامـه كـار انجـام شـود      خالص

هاي ديگر و غير وابسته بـه   همچنين، احتمال حضور مسير
NADH نيز بررسي شود.  
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Abstract 

Introduction: Excessive use of tellurite nowadays, has suffered the environment from the toxic 
effects of the oxyanion. Hence, biological treatment of polluted areas is considered as an 
environmentally friendly and inexpensive method. Although the toxic effects of tellurite for 
most microorganisms have been reported, but several species of the bacteria including the 
halophilic bacteria used in this project can overcome the toxicity of the oxyanion by its 
reduction to the elemental form. The aim of this study was to identify the mechanism (s) 
involved in tellurite detoxification. 

Materials and methods: In order to enhance and maintain enzymatic activity during 
purification, the test conditions and enzyme production by the strain were optimized. The 
optimization was done by One Factor at A Time (OFAT) method. Several factors, including: 
time, various percentages of inoculum, range of pH, concentration of tellurite and various salts 
effects were optimized. For assurance tellurite removal was examined during the experiment. 
The enzyme was purified by various methods, including ammonium sulphate precipitation and 
hydrophobic interaction column chromatography in which the Concentration of 1.4 M saturated 
ammonium sulphate was applied. The purity of the enzyme was assessed by SDS-PAGE during 
each phase. 

Results: The optimum conditions obtained showed that at 30 hours, 3% inoculum, pH 7.5, 
without tellurite and with 5% NaCl the highest enzyme activity and tellurite removal are 
observed. Purification of the enzyme greatly reduced the concentration of unrelated proteins and 
caused a concentrated band which could be one subunit of the enzyme targeted. The partially 
purified enzyme’s fraction was shown to have nitrate and selenite reductase activity other than 
tellurite reductase activity. 

Discussion and conclusion: This study is an approach to the identification of the halophilic 
microorganisms Physiology and enzymes involved in restoring tellurite. The production of the 
enzyme responsible for this phenomenon has been optimized and partially purified. 
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