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 چکیده

باشد. این عناصر نه تنها  از مشکلات مهم محیط زیست در جامعه جهانی گسترش عناصر سنگین حاصل از توسعه صنایع می یکی مقدمه:

سازند. هدف از این تحقیق تاثیر عنصر سنگین آرسنیک بر  نمایند بلکه وضعیت طبیعی اكوسیستم را با تغییراتی همراه می سلامت انسان را تهدید می
 باشد. از در سوش باكتري باسیلوس سوبتیلیس میفعالیت آنزیم لاك

متري زیر سطح زمین  سانتی 51از فاضلاب صنعت كاغذ و خمیر استان هرمزگان از عمق  باكتري باسیلوس سوبتیلیس، مواد و روش ها:

گیري شرایط بهینه رشد میزان  از اندازهپس  هاي بیوشیمیایی و مورفولوژي قرار گرفت. جداسازي گردید و جهت غربالگري، سویه مورد نظر تحت آزمون
هاي مورد نظر در  میزان فعالیت آنزیمی سویه گیري شد. گرم اندازه میلی 20و  15، 10 ،5هاي مختلف آرسنیک از  فعالیت آنزیم لاكاز باكتري در غلظت

     634عنوان سوبسترا با استفاده از اسپکتوفتومتر در طول موج به =pH 5/4میلی مولار با  25هر غلظت با روش سینتیک و با استفاده از بافر سیترات 
 نانومتر سنجیده شد.

گرم بر لیتر آرسنیک با حداكثر رشد  میلی 5حداكثر فعالیت آنزیم لاكاز در سوش باكتري باسیلوس سوبتیلیس در غلظت  های پژوهش: یافته

حالی است كه با افزایش غلظت آرسنیک  گرم بر لیتر تفاوت محسوسی نداشت. این در یلیم 20باكتري در نمونه شاهد و حداكثر رشد باكتري در غلظت 
ها تفاوت معنی  گرم بر لیتر با سایر غلظت میلی 20موجود در محیط كشت رشد باكتري در نمونه شاهد به استثناي حداكثر رشد آن در غلظت 

 دهد. را نشان می (P≤0.05)داري

چنین فعالیت آنزیم لاكاز در سوش  تواند سبب كاهش روند رشد باكتري و هم دهد آرسنیک می ها نشان می یافته گیری: بحث و نتیجه

 .باكتري باسیلوس سوبتیلیس شود
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 مقدمه
هاي آب هستند.  ترین آلاینده مهم فلزها یکی از

در شرایط خاص زیستی میزان فلزات به حد سمی 
هاي زیستی شده است. فلزاتی  رسیده و باعث آسیب

جیوه، روي، كادمیوم و كرومیوم به مانند آرسنیک، 
محیط  ها در عنوان تركیبات سمی و میزان بالاي آن

عناصر سمی  ترین یکی از مهم .زیست نامطلوب است
در طبیعت آرسنیک است كه به صورت آلی و غیرآلی 

اي گسترده در صنعت به كار  حضور دارد. فلزات به گونه
ترین منابع  روند. به همین دلیل یکی از متداول می

شوند. اگر  آلوده كننده آبی و خاكی و هوا محسوب می
هاي بالاتر از حد استاندارد به  این فلزات با غلظت

زیست محیطی  محیط رانده شوند موجب مشکلات
شوند كه بر موجودات چرخه زیستی و البته  بسیاري می

(. در حال حاضر 1)گذارد ها اثر می بر انسان نهایتاً
سراسر دنیا براي  اي در ت بسیار گستردهتحقیقا

هاي تولیدكننده این  جداسازي انواع میکروارگانیسم
(. 2ها در صنعت انجام می شود) آنزیم و استفاده از آن

یک پلی فنل  دهد آنزیم لاكاز مطالعات نشان می
اكسیداز حاوي چندین اتم مس است و در بسیاري از 

ها یافت  وارگانیسمها، حشرات و میکر گیاهان، قارچ
 (.3شده است)

باسیلوس سوبتیلیس یک باكتري هوازي، گرم 
ترین  سول است كه جزء فراوانـــمثبت و فاقد كپ

تواند  باشد كه می هاي موجود در پساب می باكتري
سزایی در اكوسیستم داشته باشد. توزیع فراوان ه نقش ب

را به عنوان یک  ژنوم این آنزیم در این باكتري آن
طی ـت محیــشاخص مهم در مطالعه تجزیه زیس

 (.4كند) ها معرفی می آلاینده
وجود در ــــیبات مــــها از جمله ترك آنزیم

ها هستند كه به كاهش غلظت این  میکروارگانیسم
چنین داراي  كنند. هم ها كمک شایانی می آلاینده

ان آن در اهمیت در بیوتکنولوژي و كاربردهاي فراو
این مطالعه به منظور ارزیابی میزان  (.5صنعت است)

ترشح آنزیم لاكاز در باكتري باسیلوس سوبتیلیس در 
آرسنیک در شرایط آزمایشگاه صورت  جاورتـــــم

چنین امید است در صورت دستیابی به  گرفته است هم

رایط ــردن شـــیک نتیجه مطلوب امکان فراهم ك
 تی مختلف بررسی شود.هاي زیس مطلوب در محیط

 مواد و روش ها
 در این مطالعه مقطعی، باكتري باسیلوس سوبتیلیس

از فاضلاب صنعت كاغذ و خمیر استان هرمزگان 
جداسازي گردید و به مجتمع آزمایشگاهی پارک علم و 

 فناوري استان همدان انتقال داده شد.
گرم از  10 :ها جداسازي و غربالگري سویه باكتري

خاک، باگاس و فاضلاب كارخانه كاغذ به یک نمونه 
 لیتر میلی 100لیتري منتقل شد و با  میلی 250ارلن 

 1سپس  (.6محلول استریل شده سالین مخلوط گردید)
لیتر از محلول استریل سالین  میلی 9لیتر از آن به  میلی

( تهیه شد. به این 10-1-10-9هاي)  اضافه شد و رقت
)شركت سیگما  B مفوتریسینآ mg/m4-2 ها  پلیت

ها در سطح پلیت آگار  آلمان( اضافه شد. كلنی باكتري
ه میلی مولار گایاكول)شركت مرک آلمان( ب 5/0 حاوي

 (.7منظور تشخیص فعالیت آنزیم لاكاز غربالگري شدند)

گراد به  درجه سانتی 25-33ها در دماي  این پلیت
ساعت انکوبه شوند. روش جداسازي و  96مدت 

دست آوردن نمونه خالص ه غربالگري چندین بار براي ب
هاي لاكاز  كه فقط تولید یک سویه كه حاوي آنزیم

  است صورت پذیرفت.
از  m1 در ابتدا براي سنجش رشد باكتري 

سوسپانسیون باكتري كه از قبل و مطابق با كدورت نیم 
 TSB كشت محیط m 20تهیه شده بود به مک فارلند

 ها در ( تلقیح گردید. سپس نمونه)شركت مرک آلمان
گراد و در  درجه سانتی 37انکوباتور شیکردار در دماي 

شرایط هوازي قرار گرفتند. سنجش رشد باكتري در 
روز با استفاده از دستگاه  10تا  1فواصل زمانی 

آمریکا در  unico كمپانی 2150اسپکتروفتومتر مدل 
 (.8یري شد)بار تکرار اندازه گ 3با  nm 620طول موج 

با  :بررسی میزان رشد باكتري در دماهاي مختلف
از محیط  ml20از سوسپاسیون باكتري به  m 1تلقیح 
میزان رشد باكتري در دماهاي مختلف  TSBكشت 

گیري شد و میزان رشد  اندازه 45و  40، 35، 30، 25
روز متوالی با دستگاه اسپکتروفتومتر  5ها طی  باكتري

 (.9مورد سنجش قرار گرفت) nm600در طول موج 
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هاي مختلف سولفات مس بر تولید  تاثیر غلظت
هاي متفاوت  در مطالعات مختلف تاثیر غلظت :لاكاز

سولفات مس بر تولید لاكاز صورت پذیرفته در این 
، mM 1/0 ،2/0ها در مقادیر مختلف  تحقیق غلظت

و یک نمونه شاهد كه فاقد مس  5/0، 4/0، 3/0
روز  5دت ـــبهینه به م pHدما و سولفات بود در 

گذاري شده و مورد بررسی قرار گرفتند. سپس  گرمخانه
 436آنزیم تولید شده و در طول موج  ODمیزان 

 (.10اندازه گیري شد) ABTSنانومتر توسط سوبسترا 
هاي مختلف آرسنیک بر رشد باكتري  تاثیر غلظت

در این مرحله تغییرات غلظت فلز  :باسیلوس سوبتیلیس
بر روي روند رشد باكتري  200تا  ppm5 آرسنیک از 

آن بر روي نمودار   ODروز اندازه گیري شد و 10طی 
لیتر از  میلی 1كشیده شد. به این ترتیب كه 

لیتر از محیط  میلی 20سوسپانسیون باكتري را به 
 150، 100، 50، 10، 5هاي  حاوي غلظت TSB كشت

تلقیح كرده و یک محیط عاري از فلز آرسنیک  200 و
ها  به عنوان شاهد نیز در نظر گرفته شد. تمامی محیط

گراد با  درجه سانتی 37درون شیکر انکوباتور در دماي 
ها روزانه یک بار  آن OD گذاشته شد و rpm 150 دور

 (.11روز خوانده شد) 10به مدت 
برفعالیت آنزیم هاي مختلف آرسنیک  تاثیر غلظت

دست آوردن محدوده غلظتی كه در آن ه پس از ب :لاكاز
 مرگ باكتري را نداریم هم اكنون یک بازه غلظتی از 

گرم بر لیتر از فلز آرسنیک را در  میلی  20 و 15، 10، 5

ها درست كرده و باكتري را در آن تلقیح  محیط كشت
 عنوان به نیز Cuso4 از عاري محیط یک كنیم. می

 قرار استفاده مورد لاكاز فعالیت گیري اندازه براي كنترل

 10بار جذب نوري باكتري را به مدت  رفت. روزانه یک 
براي خوانش میزان جذب  كنیم. گیري می روز اندازه

نانومتر خوانده  436را در طول موج  OD=1 نوري، ابتدا
كنیم و در  را خوانش می OD=2 دقیقه 3سپس بعد از 

كار ه ول زیر براي محاسبه میزان فعالیت آنزیم بــفرم
 .(11،12)بریم می

 371/0(× 1150مقدار آنزیم/×)60×مقدار جذب قرائت شده 

آزمایشات و نتایج میانگین  :ها تجزیه و تحلیل داده
براي آنالیز آماري نتایج حاصله، از  سه بار تکرار گردید.

میانگین د. ــفاده شــاست SPSS نرم افزار 21نسخه 
هاي كمی با استفاده از آنالیز واریانس یک  داده

مقایسه شدند. روابطی ( One- way ANOVA)طرفه
دار در نظر  داشتند، معنی 05/0تر از كه مقادیر كوچک

 گرفته شد.

 ی پژوهشها یافته
 :بررسی میزان رشد باكتري در دماهاي مختلف

بهترین نتایج نشان داد باكتري باسیلوس سوبتیلیس 
گراد دارا  یـــدرجه سانت 35اي ــمیزان رشد را در دم

تري دارد. بیشترین  باشد و دوره لگاریتمی طولانی می
چنین كمترین  بود هم 35/0میزن جذب نوري برابر با 

گراد  تیــــدرجه سان 25د، در دماي ـــمیزان رش
 (.1شماره  اندازه گیري شد)نمودار

 

 
 مختلف دماهای در سوبتیلیس باسیلوس باکتری رشد نمودار .1شماره  نمودار

 
 باسیلوس باكتري رشد حداكثر بررسی نتایج

 بین كه داد نشان مطالعه مورد دماهاي در سوبتیلیس

 با گراد سانتی درجه 35باكتري در دماي  رشد حداكثر

 درجه 35و  25دماي  در باكتري دــــرش حداكثر
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 حالی در وجود دارد. این داري معنی تفاوت گراد سانتی
 درجه 40 دماي در آن دـــرش حداكثر بین كه است

 .(P≥0.05)نشد توجهی مشاهده قابل تفاوت گرادسانتی

لاكاز در  تولید در مس سولفات مختلف هاي غلظت اثر
 2/0نشان داده شده است كه در غلظت  2 شماره نمودار

 بیشترین فعالیت لاكاز مشاهده شد. 
 

 
 سوبتیلیس باسیلوس باکتری در لاکاز آنزیم فعالیت بر سولفات مس مختلف های غلظت تاثیر .2شماره  نمودار

 
هاي مختلف آرسنیک بر رشد باكتري غلظتتاثیر 

رشد باكتري  3 شماره طبق نمودار :باسیلوس سوبتیلیس
هاي انجام  هاي مختلف آرسنیک و بررسی در غلظت

ها مشخص شد  تست آنالیز واریانس و مقایسه ستون

غلظت  از لیتر بر گرم میلی 300 و 110 غلظت كه در
 رشد از داري عنیــــطرفه م تفاوت یک آرسنیک
 صفر دیده دــــشاه ونهـــــنم با مقایسه در باكتري

 .شود می
 
 

 
 سوبتیلیس باسیلوس باکتری رشد بر آرسنیک فلز مختلف های غلظت تاثیر .3 شماره نمودار

 
 فعالیت بر آرسنیک فلز مختلف هاي غلظت اثرات

 شــــبا افزای 4 شماره در نمودار :لاكاز آنزیم

ه یافته ب كاهش آنزیم فعالیت میزان آرسنیک ظتـــغل

 رمــــگ لیــــمی 30 لظتــــغ در كه وريــــط

 افتهـــی اهشــــك نصف به عالیتـــــف زانـــمی

 .است
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 باسیلوس سوبتیلیس باکتری سوش در لاکاز آنزیم فعالیت بر آرسنیک فلز مختلف های غلظت تاثیر. 4نمودار شماره 

 

 

 بحث و نتیجه گیری

 فعالیت و رشد بر موثر فاكتورهاي از یکی
 وجود محیط، در لاكاز آنزیم تولید جهت میکروارگانیسم

 آنزیم فعالیت میزان حاضر مطالعه در باشد. می مس
درجه به مدت  35باكتري در دماي  سوش این در لاكاز

ولفات ــــس ســهاي مختلف م روز با غلظت 10
 2/0غلظت  در آنزیم فعالیت گیري شد. بالاترین اندازه
 است. مولار میلی

 با سوبتیلیس باسیلوس باكتري دیگر، ایی مطالعه در
 محیط در سولفات مس مختلف هاي غلظت استفاده از

شد. نتایج نشان  گذاري انکوبه روز 10 طی نمکی كشت
غلظت  در سویه این در لاكاز آنزیم فعالیت داد بالاترین

 توانایی پژوهش این (. در12باشد) می مولار میلی 2/0
، 30 ،25دماهاي  در سوبتیلیس باسیلوس باكتري رشد
 بهینه به منظور دستیابی به گراد سانتی درجه 40و  35

 افزایش .گرفت قرار بررسی مورد كشت براي شرایط
 بالا كشت و محیط در كدورت ایجاد با باكتري رشد

در  تاخیر فاز بود. وجود همراه نوري جذب میزان رفتن
 ريــباكت دــــرش جهت مطلوب دماي از بالاتر دماي

 سلول متابولیکی فعالیت رفتن دست از دلیل به تواندمی

 تاخیر به باعث موضوع این كه باشد دماهاي بالاتر در

 رشد كه زمانی تا گردد می سلولی تقسیم فرآیند افتادن

 و كرده سازگار موجود دمایی با شرایط را خود باكتري
 در كه است حالی در این .كند مجدداً آغاز را خود رشد

 گونه اسپور توسط دمایی بهینه شرایط اي مطالعه

 درجه 35نیز  محل از شده سوبتیلیس جدا باسیلوس

 در اسپور لاكاز فعالیت كه شد گیري اندازه گرادسانتی

 (. 13بود) u/ml 55/2 برابر  دما این
 هاي غلظت اعمال از استفاده با حاضر مطالعه در

 با .شد باكتري تعیین رشد آرسنیک میزان مختلف

 لاكاز آنزیم میزان فعالیت آرسنیک فلز غلظت افزایش

 ابد.ی می كاهش شدت به
 بر اثرشان یافتن براي مختلفی فلزات اي مطالعه در

استفاده  باسیلوس B16گونه  توسط لاكاز تولید روي
K آمده  دسته ب نتایج اساس گردید. بر

 القاي بیشترین+
را  u/ml8/14 بالاي  فعالیت به توجه با لاكاز تولید

Mn2 علاوه ه ب داشت.
Zn2 و +

 قابل بازدارنده تاثیر +
 و وانگ نظریه با كه دارند باكتري رشد در توجهی

 .(14دارد) همکاران مطابقت
 قابل غیر زیست محیط در سنگین فلزات افزایش

 غذایی زنجیره به آن ورود و توسعه و باشد می اغماض

 زنده موجودات سایر و انسان سلامت بزرگی براي تهدید

 در مهم شاخص یک عنوان لاكاز به آنزیم .باشد می

 نیز حاضر حال در و شده معرفی  محیطی زیست تجزیه

 دديـــمتع یـــولوژیکـــبیوتکن ايــكاربرده داراي

 (.16باشد) می
 (ردوكتاز اكسید و فنل: اكسیژن دي پارا)لاكازها

 براي هستند كه مس اتم چند حاوي هایی پروتئین
 با غیرآروماتیک و 50 آروماتیک تركیبات كردن اكسید
استفاده  ولیــمولک یژنــــاكس از ها، رادیکال واسطه

 لاكاز توسط كه تركیباتی از وسیعی طیف. كنند می
 ها، آنیلین ها، فنل پلی ها، شوند شامل فنل می اكسید

 ها تیول بنزن ها، ایندول هیدروكسی آمیدها، دي آریل
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 بالاي پتانسیل غیرآلی، نمایانگر و آلی فلزي تركیبات و

 كاربردهاي براي زیستی كاتالیست عنوان به آنزیم این

 .(14-16)باشد می بیوتکنولوژي
 باسیلوس باكتري نقش و اهمیت به توجه با

 لاكاز آنزیم كه این نظر به و اكوسیستم در سوبتیلیس
 فاــــای باكتري این درعملکرد بیولوژیک مهمی نقش

 یک عنوان به آرسنیک اثرات مطالعه این در كند، می

 گونه این لاكاز در آنزیم فعالیت بر محیطی آلاینده

 این شد مشخص كه گرفت قرار بررسی مورد باكتري

لیتر  بر گرم یک میلی پایین هاي غلظت در سنگین فلز
 در موجود لاكاز آنزیم فعالیت میزان بر كاهشی روند نیز

 این زایشـــاف با و دارد سوبتیلیس باسیلوس باكتري

 میزان رـــــلیت بر گرم میلی 20 به غلظت میزان
 یـــیچـــه كه رلــــكنت نمونه با مقایسه در فعالیت

میزان  فــنص به شدهــــن برده كاره ب تیــــغلظ
 (. 17ابد)یمی  شــــكاه
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Abstract 
Introduction: One of the important 

environmental problems in the international 

community is contamination with heavy 

metals from industrial development. Not 

only do these elements threaten human 

health but they also make changes in the 

natural state of the ecosystem. The purpose 

of this study was to investigate the effect of 

the heavy arsenic element on lactate 

enzyme activity in the Bacillus subtilis 

bacteria. 
 

Materials & Methods: Bacillus subtilis 

bacteria were isolated from the wastewater 

of paper and pasteboard industry of 

Hormozgan province from a depth of 51 cm 

below the surface of the soil and the strain 

was subjected to biochemical and 

morphological tests for screening. After 

determining the optimum growth 

conditions, the activity of the bacteria 

laccase enzyme in different concentrations 

of arsenic was measured from (5, 10, 15, 

and 20 mg.) was measured. The enzymatic 

activity of the strains was measured by the 

kinetic method at each concentration using 

a spectrophotometer at 634 nm using a 25 

mM citrate buffer with pH 4.5 as a 

substrate. 

 

Findings: Maximum laccase enzyme 

activity in Bacillus subtilis bacteria was not 

significantly different at concentration of 5 

mg/L of arsenic from maximum growth of 

bacteria in control sample and maximum 

growth of bacteria at concentration of 20 

mg/L. However, by increasing the 

concentration of arsenic in the culture 

medium, the growth of the bacteria in the 

control sample, with the exception of its 

maximum growth in concentration of 20 

mg/L, showed a significant difference with 

other concentrations (P<0.05.( 
 

Discussion & Conclusions: The results 

show that arsenic can decrease bacterial 

growth rate and lactate enzyme activity in 

Bacillus subtilis bacteria. 
 

Keywords: Arsenic, Laccase enzyme, 

Bacillus subtilis bacteria, Heavy metals 
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