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 چکیده
ب طور مستقیم وارد فاضلامحصولات مشتق شده از نفت به و ینساج عیاز صنا دار،یپا وندیآزو با پ یهارنگاز جمله  هارنگمقادیر فراوانی از  مقدمه:

تاز جهت بهبود داکیآزور میدر ساختار آنز یکیوانفورماتیب یپژوهش با استفاده از ابزارها نیقابل انجام است. در ا ییپالا ستیشوند و حذف آنها تنها با زمی
 شده است. جادیا یراتییتغ لیاز جمله رنگ قرمز مت هارنگ نیا هیعملکرد آن در تجز

 ینیشبیپ یبعد ساختار سه یسازلمد یدست آمد. با استفاده از ابزارهابه UniProt یادهد گاهیاز پا دوکتازیآزور میآنز نهیآم دیاس یتوال :هاروشمواد و 
 لوسیباس یرتفعال مختص باک گاهیبه جا میآنز نیفعال ا گاهیجا یکه توال یی. از آنجادیگرد نییمدل تع نیبهتر Qmeanافزار شد و با استفاده از وب جادیو ا

 نییفعال انجام و پس از تع گاهیجا یبعد( با مدل سهلی، عمل داک سوبسترا )قرمز متPyRxافزار بود با استفاده از وب کی( نزدBacillus Smithii) یتیاسم
مشخص  یتوال یفیرد روش هم بافعال  گاهیدر محل جا ییزاجهش یهادیانجام شد. کاند ییزاجهش یبا سوبسترا، بررس میآنز یحالت جفت شدگ نیبهتر

 قرار گرفت. یمورد بررس یکنشبرهم یاتصال و شبکه یدر انرژ رییعمال از جهت تغها پس از اشد و جهش
و  یانرژ یو بررس ییزاجهش جیساختار انتخاب شد. نتا نیعنوان بهتربه Q9X4K2 یتحت شناسه یتوال یبرا Robettaشده توسط  جادیمدل ا نتایج:

-kcal/mol 4/7مقدار  به -kcal/mol 9/6مقدار اتصال  یبوده و موجب کاهش انرژ نیبه سر 231 نیپرول لیجهش تبد نیپلات جهش نشان داد، بهتر
 شده است. جادیا دیجد یدروژنیه وندیپ کی افتهیجهش نیدر پروتئ یکنششبکه برهم ی. به علاوه با بررسددگریم

 هیدر تجز مینزآهبود عملکرد منجر به ب نیه سوبسترا بوده و بنابراب میآنز شتریب لیتما یبه معن لیو قرمز مت میآنز نیب ترنییاتصال پا یانرژ گیری:نتیجه
 آزو خواهد بود. یهارنگ
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 مقدمه
 شیمنجربه افزا ،یو رنگرز ینساج عیرشد کلان صنا ریدر دو دهه اخ

شده  تسیز طیرها شده به مح یرنگ یهاپساب یدگیچیقابل توجه مقدار و پ
 د،رسینظر مباشد. بهیم یطیمح ستیمشکلات ز نیاز مهمتر یکیاست و 

 تسیز طیبا مح یو سازگار نییپا یهانهیهز لیدلبه یستیز یهاروش
اشند. ب هارنگ شیمرسوم پالا یهاروش یجاه ب یمناسب نیگزیاج توانندیم

مورد  یعیطور وسهبوده و ب هارنگدسته  نیو مهمتر نیآزو بزرگتر یهارنگ
چند  ای کیداشتن  هارنگ نیا یژگیو نیتر. مشخصرندیگیاستفاده قرار م

گروه آزو است. حدود ده هزار رنگ مختلف به میزان فراوانی در صنایع 
لات شوند. مشکغذایی، دارویی و آرایشی استفاده می عیصنا اپ،نساجی، چ

و  ، مهمترینترینیآلودگی حاصل از کارخانجات و صنایع نساجی از اساس
ه آیند، تخلییبحث برانگیزترین مشکلات محیط زیستی به شمار م

 کیفیت آب اهشها منجر به کها و دریاچههای رنگی به داخل رودخانهپساب
 . (2) شودمی

ی غیرزیستی، تجزیه زیستی، هاروشها و مشکلات دلیل محدودیتبه
های آلوده به زدایی از فاضلابو آلودگی شیثر برای پالامؤروشی ارزان و 

ها، تریهایی مانند باکمیکروارگانیسم از ییاست. روش زیست پالا یمواد رنگ
رفه باص یهایکننده. این موجودات تجزیهشودیها استفاده مجلبک ها وقارچ

زدایی روز به روز در و سازگار با محیط زیست هستند وکاربرد آنها در رنگ
 یهارنگ یستیز هیحال گسترش است. با توجه به مطالب فوق روش تجز

 طیحم یمضر برا یهاندهینوع از آلا نیثرتر با اؤم یآزو منجر به مبارزه
 . (2)باشد  ستیز

 توانندیبوده و م داریو پا دیکم قابل تول نهیو با هز یآزو به سادگ یهارنگ
 کیکه حداقل  هارنگگونه  نی. ا(1) کنند دیرا تول هارنگاز  ییتنوع بالا

آزو در  دونیشکستن پ یآزو در ساختار آنها وجود دارد، به سبب دشوار وندیپ
بالا و  یدما ،یزبا ،یدیاس طیسرسخت بوده و در مقابل شرا اریبس عتیطب

 ییهارنگدرصد از  21تا  21که  شودیزده منینور مقاوم هستند. تخم تأثیر
 طیبه پارچه متصل نشده و به مح شوندیاستفاده م یکه در صنعت نساج

 اریمضر هستند؛ ز ستیز طیمح یابر هارنگ نی. ا(3) شوندیوارد م ستیز
 یبرخ زیها و نآن یهاماده شیپ یآزو و برخ یهارنگاز  یاریبس

رنگ( یب یهانی)آم شوندیم دیشکست آنها تول قیکه از طر ییهاتیمتابول
 . (4-7)زا هستند جهش ایو  یسم

تا  یرچند اث ریو تبخ ونیلتراسی: اسمز معکوس، نانوفرینظ ییهاروش
بوده و  نهیپرهز هاروش نیثر هستند، اما امؤآزو  یهارنگدر حذف  یحدود

کنند  یپررا س هیتجز یمراحل بعد دیهستند که با یعاتیکننده ضادیخود تول
(1) . 

 تیابلو با ق ستیز طیتر، منطبق با محارزان یروش ییپالا ستیز امروزه
ه است که آزو فراهم کرد یهارنگحذف  یکمتر را برا عاتیضا دیتول

 ییهاسمیارگان کروی. م(1)دارد  هاینوع آلودگ نیاستفاده را در حذف ا نیشتریب
و  هاچقار ها،یآزو هستند شامل باکتر یهااز رنگ ییزداکه قادر به رنگ

 رنگ یهاهستند. با آن که مولکول یهوازیو ب یهواز طیمخمرها تحت شرا
 یعدودآنها توسط تعداد م یستیز هیدارند اما تجز یمتنوع اریبس یهاساختمان

فعال کاهنده هستند و  یهامولکول یهمگ هامیآنز نی. اشودیانجام م میآنز
 .(6) دارند یمتنوع اریبس یبسترها نیبنابرا

 هیشامل تجز یهوازیب طیآزو در شرا یهارنگ ییایباکتر سمیمتابول
لول با مح یمتوپلاسیس میآنز یتوسط نوع ندیفرآ نیآزو است. ا یهارنگ

ناخته ش داکتازهایعنوان آزورکه به شودیم زیسوبسترا کم، کاتال یژگیو
 قیها را از طرالکترون هامیآنز نی، اکیآنوکس طی. تحت شراشوندیم

و  انی. زائوشوندیم اءیسپس اح دهند،یانتقال م عیما نیآزو فلاو یهارنگ
 یهمانند ردوکتازها یمتوپلاسیس یهمکاران نشان دادند که آزورداکتازها

اته در آزو سولفون باتی( ترکاءی)اح در کاهش یاتیح تیاز اهم ریو سا نیفلاو
 باتیترک یخارج سلول اءیاح یبرا گریبرخوردار هستند. احتمال د یعیطب طیمح

وان عنشده به لیتشک یآل باتیترک اءیعمل اح ،یهوازیب طیآزو در شرا
املًا ک ییایباکتر یکیمتابول یاهاز واکنش یدر برخ ییمحصولات نها

 یهوازیب طیدر شرا شتر،یب یشده از کان لیتشک یهانیاست. آم یهوازیب
 ستمیس کیدارد که  جودو یمطالعات کم لیدل نی. به همستین ریپذامکان

 یدارا یهااز فاضلاب هارنگحذف  یرا برا یهواز-یهوازیب یبیترک
به بتنس یادیز تیروش مز نیاز ا کند. استفاده شنهادیبا لجن پ بیترک
 . (9)دارد  یمصنوع یهارنگکشت ثابت در  طیمح

آزوردوکتاز است. با توجه به  میآزو توسط آنز یهارنگ یمیآنز هیتجز
 یور یآزو مطالعات گوناگون یهارنگ یستیز هیدر تجز میآنز نیا تیاهم
و اثر آنها  ازداکتیآزور میکننده آنزدیتول یهاسمیکروارگانیمختلف م یهاهیسو

 کیوانفورماتیب یهاروش. (7) آزو صورت گرفته است یهارنگدر حذف 
امکان  هاروش نی. اشوندیکار برده مبه یستیدر مطالعات ز یاطور گستردهبه

زمان بر و  یهاشیبه انجام آزما ازیمختلف را بدون ن یهامیآنز یمطالعه
 هاروش نیبا استفاده از ا هامیاز آنز یاری. بسورندآیفراهم م یبر کنون نهیهز

 هاوشر نیاستفاده از ا رسدیاند. به نظر مو بهبود عملکرد شده رییدچار تغ
بالاتر  ییآبا کار میآنز کی دیثر در تولؤم یقدم میبهبود عملکرد آنز یبرا

رد عملک بهبود یبرا یمطالعات متعدد داکتازیآزور میخواهد بود. در مورد آنز
 ییدما یداریپا زانیمطالعات در جهت بهبود م نیآن صورت گرفته است. ا

 ریی، تغ(22)مختلف  هیبه مواد اولنسبت میآنز یریپذانتخاب ریی، تغ(21) میآنز
PH بوده است. در ( 23) میو شناخت بهتر آنز( 21) میعملکرد آنز ینهیبه
هبود و ب یبررس یبرا یکیوانفورماتیب یاستفاده از ابزارها ریاخ یهاسال

 نهیزم نیدر ا یو مطالعات متعدد افتهیشیافزا داکتازیآزور میعملکرد آنز
ه است تا با استفاد نیبر ا یمطالعه سع نی. در ا(24-26)است  رفتهیصورت پذ
شود تا  جادیا داکتازیآزور میدر ساختار آنز یراتییتغ یکیوانفورماتیب یاز ابزارها
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 هیشده و عملکرد آن در تجز شتریآزو ب یهانگاتصال آن به ر لیتما
 .ابدیبهبود  remazol redو  methyl redمانند  ییهارنگ

 هاروشمواد و 
. (21) وندشیم نییتع مختلف مراجع از دوکتازیآزور میآنز مولد یهایباکتر

مورد  هیدر انتخاب اول یرنگ آزو، پنج باکتر یحاو یطیمح طیتوجه به شرا با
 داکتازیآزور میآنز ،ییایباکتر مختلف یهامیآنز نیب از وقرار گرفتند  یبررس

 Geobacillus) لسیف استراترمو لوسیژئوباس یباکتر بهمربوط

Stearothermophilus )میدر ساختار آنز راتییو با اعمال تغ شد انتخاب 
 یاز ابزارها Methyl Redرنگ  هیعملکرد آن در تجز بهبود و داکتازیآزور

 شده است.  استفاده یکینفورماتوایب
ی آنزیم دینواسیآمیتوال UniProt گاهیاطلاعات موجود در پااستفاده از  با

 با Geobacillus Stearothermophilus یبه باکتر متعلقآزوریداکتاز 
ی دینوکلئوت و دیاسآمینو  122طول  به Q9X4K2ی نیپروتئ یشماره دسترس

AB071367.1 2.7.2.6با  طول جفت باز بهEC: (27) دیگرد استخراج .
 .تعیین شد UniProtساختار اول از پایگاه داده 

داده و مقالات وجود نداشت  یهاگاهیکه ساختار سوم در پا ییجااز آن
 یافزارهاوب و MODELLERافزار ساختار سوم از نرم نییتع یبرا نیبنابرا

LOMETS، I-TASSER  وRobetta تیفیاستفاده شد. جهت برآورد ک 
 بالا، تیفیک با یساختارها یغربالگر علت به نیپروتئ ساختار یهامدل
 ، QMEANافزاروب از استفاده با را یشنهادیپ یهامدل از مدل نیبهتر

 ،QMEANافزار مدل توسط وب نیبهتر نییاز تع پس و شد یگذارارزش
 قاتیتحق ادامه در و انتخاب سوم ساختار یحیترج مدل عنوانبه مدل آن

 . (21-36) شد ستفادها

 نونتاک موردنظر نیپروتئ یشگاهیآزما یبعد سه مدل یتجرب یهاداده
لذا جایگاه فعالی برای این پروتئین گزارش نشده است و به  است نشده ثبت

های با جهت کاهش عدم قطعیت در انجام کار و امکان دسترسی به داده
میزان  های مشابه و تعییناعتبار بیشتر، برای تعیین جایگاه فعال در آنزیم

تطابق با استفاده از داک کردن در محل جایگاه فعال تعریف شده برای 
های به آنزیمهای مربوطهای مشابه استفاده شد، لذا با بررسی مقالهآنزیم

اند، جایگاه فعال این تعیین شده (pBLAST) مشابه از طریق پروتئین بلست
 .(21)پروتئین پیدا شد 

 Geobacillus Stearothermophilus Azoreductaseم توالی آنزی
افزار پروتئین بلست در نظر گرفته شد. لازم به ذکر است عنوان ورودی وببه

 protein  (pdb)به جستجو درpBLAST) )افزار پروتئین بلست که وب

data bank proteins  .محدود شده است 
یاد در مقالات و علت استفاده بسیار ز ( بهMethyl-redقرمز متیل )

-Methylبهترین سوبسترای آنزیم بودن انتخاب شد، ساختار قرمز متیل )

red.در واقع یک رنگ آزوی قرمز بوده که شامل یک مولکول متیل است ) 

ساختار سه بعدی این مولکول از 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Methyl-red  

 استخراج شده و برای داک کردن مورد استفاده قرار گرفت.
 Molegro یافزارهابه دو روش و توسط نرم نگیداک عملانجام  جهت

Virtual Docker  وPyRx شد انجام 1/1 نسخه. 
 جهتو با دیبا حال قرمز، لیمت با میآنز داک حالت نیبهتر کردن دایپ از پس

ود تا جستجو ش یعیطب یهانیپروتئ انیدرم شده، رسم پلات یهاگاهیجا به
 نیا یکه باعث بهبود کاربرد و عملکرد آن شود. برا افتی یبتوان جهش دیشا

 صورت نیا به( استفاده شد. pBLASTبلست ) نیافزار پروتئاز وب زیکار ن
شدند تا هم گذاشته  ریز Multiple Alignmentحالت  در هایتوال که
زار افبا نرم پلاتشود. و  یشده بررس جادیموجود در پلات ا یدهاینواسیآم

LIGPLOT شد رسمپس از جهش  افتهیجهش نیمولکول پروتئ یبرا. 
دست آمده، پلات مولکول های بهیید دادهأمنظور تبه ،پس از جهش

 رسم شد.  LIGPLOTافزار یافته پس از جهش توسط نرمپروتئین جهش

 جنتای
در  میبهبود عملکرد آنز یبرا کیوانفورماتیب یهاروشاستفاده از  امروزه

 جادیا یرابمطالعه  نی. در ااست ثرؤم اریبسبالاتر  ییبا کارا میآنز کی دیتول
 هیعملکرد آن در تجز بهبود و داکتازیآزور میدر ساختار آنز راتییاعمال تغ

 شده است.  ستفادها یکیوانفورماتیب یاز ابزارها Methyl Redرنگ 
 FMN-dependentبنام نیپروتئ کی دوکتازیآزور میآنز

NADH:quinone oxidoreductase  و ژن آنazoR سمیارگان از 
Geobacillus stearothermophilus (Bacillus 

stearothermophilus) عدد. است EC با فرمت  یاست. توال 2، 7، 2، 6 آن
FASTA  در وبگاهUniProt شان داده شده است.ن 2 شکل در 
 نویآم یتوال یساختار سه بعد نییو تع ینیبشیجهت پ م،یسوم آنز ساختار

 و Robetta، LOMETS، I-TASSER یافزارهااز وب یدیاس
MODELLER یبعد سه ساختار .شد انجام میآنز نیا یسازمدل و 

نشان داده شده  1در شکل  Robettaافزار با استفاده از وب شده یسازمدل
 ست.ا

ب چهار مدل منتخ نیب از نیساختار پروتئ یهامدل تیفیک برآورد جهت
و  I-TASSER و Robeta، LOMETS یافزارهاشده توسط وب نییتع

 را یشنهادیپ یهامدل از مدل نیبهتر ،MODELLER افزارنرم نیهمچن
ساختار سوم انتخاب  یحیعنوان مدل ترجبه  QMEANافزاروب از استفاده با

چهار مدل  یبرا QMEANافزار شده توسط وب یگذارارزش جینتا. شد
-I و Robeta، LOMETS یهاافزارشده توسط وب نییمنتخب تع

TASSER افزارنرم نیو همچن MODELLER،  نشان داده 2در جدول 
 شده است.

( استفاده pBLASTافزار پروتئین بلست )جایگاه فعال با استفاده از وب
، N104 ،F105 ،Y127′ ،F125′ ،A119′یدهای شد و نتایج آن آمینواس

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Methyl-red
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I52′ ،W60′ و F57′نییتع اند.عنوان جایگاه فعال آنزیم مشخص شدهبه 
 (MVD) مولگرو افزارنرم در موجود یابزارها از استفاده با نیپروتئ سطح

نشان داده شده  3 آن در شکل جیانجام شد و نتا قرمز لیمتو  میآنز یبرا
 است.

 لیمتپس از اضافه کردن مولکول و PyRxافزار رمنداک توسط  عمل
 .است شده ذکر 4ان در شکل  جیانجام شد و نتا قرمز

افزار عمل داک با استفاده از نرم قیدست آمده از طرمدل به نیسپس بهتر
 شد. میترس 2نمودار  مطابق که (LIGPLOT)پلات  گیل

 توجه با دیبا حال قرمز، لیمتبا  میحالت داک آنز نیکردن بهتر دایاز پ پس
ود تا جستجو ش یعیطب یهانیپروتئ انیم در شده، رسم پلات یهاگاهیجا به
 نیا یکه باعث بهبود کاربرد و عملکرد آن شود. برا افتی یبتوان جهش دیشا

صورت  نی( استفاده شد. به اpBLASTبلست ) نیافزار پروتئاز وب زیکار ن
هم گذاشته شدند تا  ریز Multiple Alignmentدر حالت  هایکه توال

صورت  نیشود. به ا یشده بررس جادیموجود در پلات ا یدهاینواسیآم
 شود.  دایپ هاگاهیجا نیجهش در ا نیمنتخب

 به 231 نیپرولشامل  یبررس نیا در شده افتی منتخب یهاجهش
 نیآلان نلیف، نیآلان لیفن به 212 نیروزیت، نیسر به 249 نیسیگلا، نیسر

 جهش پنج یتمام یبراباشد. می نیسر به 211 نیآلانو  نیلوس به 271
 نیبهتر سهیدوباره تکرار شده و مقا PyRxعمل داک در  مراحل. منتخب

عنوان کمترین به سرین به231پرولین  جهش یانرژ جیانجام شد. نتا یانرژ
 .است شده آورده 1 جدولدر انرژی 
 افتهیجهش نیکول پروتئپلات مول آمده، دستبه یهاداده دییأت منظوربه

 LIGPLOTافزار توسط نرم نیسربه  231 نیپرول لیپس از جهش تبد
 رسم شده است.  1نمودار  مطابق

 

 UniProtدر وبگاه  FASTAبا فرمت Q9X4K2 توالی -1شکل 

 

 Robettaشده در  یسازمدل یبعد سه ساختار -2 شکل
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 (MVD)رو افزار مولگنرم قیداک از طر عمل جیتان -3 شکل

 PyRXافزار عمل داک با استفاده از نرم جینتا -4 شکل
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 LIGPLOTافزار با استفاده از نرم PyRxافزار نرم قیدست آمده از طرمدل داک به نیبهتر جینتا -1 نمودار

 نیسربه  132 نیپرول لیپس از جهش تبد افتهیجهش نیمولکول پروتئ یبرا LIGPLOTافزار پلات رسم شده با نرم -2 نمودار
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 نیبه سر 132 نیجهش پرول جینتا -2 جدول

 

 چهار یبرا QMEANافزار توسط وب یگذارارزش جیخلاصه نتا -1 جدول
 منتخب ساختار سوم مدل

Model QMEANDisCo Global 

Robetta 11/1±17/1 
Modeller 16/1±16/1 

Lomets 16/1±11/1 

Itasser 16/1±13/1 

 بحث
 لوسیباسژئو یباکتر توسط شده دیتول دوکتازیآزور مینزآ پژوهش نیا در

 (Methyl Red) قرمز لیمت یآزو رنگ ندهیآلا حذف یبرا لسیاستراترموف
 ،ییپالا ستیز روش به شود،می استفاده و دیتول آن از یادیز ریمقاد که

 نییاز مراجع مختلف تع دوکتازیآزور میمولد آنز یهایباکتر. شد انتخاب
 قرمز لیمت یآزو رنگ ییزدارنگ عملکرد بهبود منظوربه. (21) شوندمی

 یبررس وردم قرمز لیمت رنگ با میآنز نیا تعامل ابتدا داکتازیآزور میآنز توسط
 سوبسترا و داکتازیآزور میآنز نیب فیضع وندیپ وجود به توجه با. گرفت قرار

 یاگونه به را میآنز ساختار امکان صورت در که میشد آن بر( قرمز لیمت)
 قیطر نیبد و شود جادیا سوبسترا و میآنز نیب یتریقو وندیپ تا میده رییتغ

  افزایش یابد. ،ییپالا ستیز سرعت
 میاختار آنزدر س یکیوانفورماتیب یاستفاده از ابزارها با یپژوهش کار نیدر ا

ن در عملکرد آ راتییتغ نیشد و پس از اعمال ا جادیا یراتییتغ داکتازیآزور
 .افتیبهبود  لیمز متررنگ ق هیتجز

 میآنز یدینواسیآمیتوال UniProt گاهیبااستفاده از اطلاعات موجود در پا
با  Geobacillus Stearothermophilusیمتعلق به باکتر داکتازیآزور

 یدیو نوکلئوت دیاس نویآم 122به طول  Q9X4K2 ینیپروتئ یشماره دسترس
AB071367.1  به طول جفت بازباEC :2.7.2.6 (29) دیاستخراج گرد .

داده  گاهیپا یبررس باشد.  نییتع UniProtداده  گاهیپا ازساختار اول 
UniProt تیعالف و یمشخص شد که ساختار بلورشناس یمراجع علم ریو سا 

)ساختار سوم(، در دسترس  میآنزاین  یبعدسه شکل یبرا یشگاهیآزما

 ،یدیاس نویآم یوالت یبعد سه رساختا نییتع و ینیبشیپ یبرا نیبرا بنا. نیست
 ،Robeta یافزارهاوب شامل دسترس در یبا استفاده از ابزارها یسازمدل

LOMETS  وI-TASSER افزارنرم و MODELLER،  چهار مدل
از  یهادشنیپ یهامدل از مدل نیانتخاب بهتر یو سپس برا نییمنتخب تع

 . شد استفاده یحیترج مدل انتخاب و یگذارارزش یبرا Qmeanافزار وب
 یسازمدل ایو  یهمولوژ یسازمدل یبرا MODELLERافزار نرم

 هاوپل یسازمدل یبرا نیهمچن و نیپروتئ یسه بعد یساختارها یاسهیمقا
 ساختار زا مختلف یهامدل یسازنهیبه ی به کار رفت.نیپروتئ یساختارها در

 ییتاچند هاییهم ردیف شده، فیتعر یریپذانعطاف به توجه با نیپروتئ
 از یتوال یجستجو ،یبندخوشه آن، یساختارها یا و ینیپروتئ یهایتوال
 نیا در. (29) انجام گرفت رهیغ و ینیپروتئ یساختارها سهیمقا ها،داده گاهیپا

شناخته شده با دنباله موردنظر  یالگو یسه بعد یساختارها نخستروش 
 یهاه، مانند فاصلییفضا یهایژگی، وسپس. شد راستا هم یسازمدل یبرا

Cα-Cαاز یجانب رهیو زنج یاصل رهیزنج یهاهیزاو ،یدروژنیه یوندهای، پ ،
اختار آن در س ییفضا تیمحدود ی، تعدادنی. بنابراشدالگوها به هدف منتقل 

 شکل نیها به بهتردیقهمه  ارضاءبا  ی، مدل سه بعدآخر در. مدآدست هب
 . آمددست ممکن به

 عملکرد ریتفس و نیپروتئ ساختار ینیبشیپ یبرا LOMETS رافزاوب
 کندیم استفاده شرفتهیپ برنامه نیچند از هامدل انتخاب و یبندرتبه با آن،

 یسرورها ریسا بهنسبت عمده تیمز دو  LOMETSرافزاوب .(11-11)
به  تواندیم  LOMETSکه،نینخست ا .دارد نیپروتئ ساختار ینیبشیپ

 یساختار یهامدل تیفیک که،نیدوم ا .ه دهدیاربران ارارا به ک جیسرعت نتا
 I-TASSER بهاست، اگرچه نسبت  بلا  LOMETSشده توسط ینیبشیپ

  .هستند بدتر یکم
 نشود ییشناسا LOMETS توسط یمناسب یالگو چیه که یموارد در

I-TASSER یسازمدل با initio ab یهاحالت. سازدیم را ساختارها همه 
 مرحله در. شوندیم داده صیتشخ SPICKER توسط ترنییپا آزاد یانرژ

 خوشه یمرکز نقاط قیطر از دوباره قطعه یبندسرهم یسازهیشب سوم،
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SPICKER از شده یآورجمع ییفضا یهاتیمحدود که شودیم انجام 
 یبرا TM-Align لهیوسبه PDB یساختارها و LOMETS یهانمونه
 متصاد حذف قیتحق نیا در. شودیم برده کاربه هایسازهیشب ییراهنما

 یهاطعمه ،یمرکز نقاط یسراسر یتوپولوژ حیتصح نیهمچن و ییفضا
 سطح نیترکم با یساختارها و شد یبندخوشه دوم یسازهیشب در شده جادیا

 دستبه REMO توسط کامل یاتم یینها یهامدل. شد انتخاب یانرژ
 قیطر از I-TASSER شده انتخاب یهاطعمه از را یاتم اتیجزئ که ندیآیم

 .سازدیم یدروژنیه وندیپ شبکه کردن نهیبه
 یساختار یهااز اجماع مطابقت نیپروتئ یستیز عملکرد ینیبشیپ یبرا

 یاهاز مدل نانیمحاسبه شده بر اساس نمره اطم یبرتر با نمرات عملکرد
 رهمن توسط که الگوها و مدل نیب یساختار شباهت ، I-TASSERیساختار

TM  یارساخت شده همتراز ینواح در یتوال یکسانی زیو ن شده، یابیارز 
 .(14-16) شدند یابیارز

وسط است که ت نیساختار پروتئ ینیبشیپسرور  کی Robettaافزار وب
 با از یکیدر دانشگاه واشنگتن توسعه داده شده است و Baker شگاهیآزما

  .(17-31) هست و دهبو بالا عملکرد با یعموم یسرورها نیترثبات
 است، نیروتئپ ساختار ینیبشیپ یاساس یاجزا از یکی مدل تیفیک برآورد

 نییتع خاص یکاربردها یبرا را آن یسودمند مدل، کی دقت تینها در رایز
 یهادلم از یامجموعه ن،یپروتئ ساختار ینیبشیپ انیجر در معمولاً. کندیم

 نیا در. ودش انتخاب دیبا مدل نیترقیدق متعاقباً که شودیم دیتول نیگزیجا
 اساس بر را یتیفیک برآورد که ، QMEANتیکامپوز یازدهیامت تابع ق،یتحق
 خوشه رب یمبتن یازدهیامت تابع و منفرد یهامدل یهندس لیتحل و هیتجز
ل ک یبرا یعنی) یجهان تیفیک نیتخم کی که QMEANclust یبند

تمام . کندیرا محاسبه م است هر مقدار مانده( یعنی) یساختار( و محل
 در. شدمدل انتخاب  نیو بهتر گردیدند سهیه شده مقایارا یهامدل
 یارسال یهامجزا و هم مجموعه مدل یهاهم مدل ، QMEANافزاروب
 جینتا. (39و  31، 32) هستند لیتحل قابل tar.gz یگانیصورت بابه

 یازدهیامتتابع  کی عنوانهب QMEANDisCoدر  مقدار یگذارارزش
 چهار مدل یبرامطلق  تیفیمدل واحد، برآورد ک کیبر اساس  ،یبیترک

افزار حاصل از وب مدل داد، ننشا 2دول ج درشده  نییمنتخب ساختار سوم تع
Robetta نیا نیراشد. بناب دهیعنوان مدل منتخب برگزبهر امقد نیشتریبا ب 

 قاتیگرفته شده و تحق در نظر داکتازیآزور میعنوان ساختار سوم آنزمدل به
 مدل انجام شد.  نیا یبر رو
 نیپروتئ یشگاهیآزما یبعدسه مدل یتجرب یهاداده نکهیا به توجه با

 یبرا ذالمشخص نبود.  زین نیپروتئ نیفعال ا گاهینشد، جا افتیموردنظر 
در انجام کار و امکان  تیکاهش عدم قطع منظوربهفعال،  گاهیجا نییتع

 در عالف گاهیجا کردن دایپ راهکار از شتریب اعتبار با یاهبه داده یدسترس
تطابق با استفاده از داک کردن در محل  زانیم نییمشابه و تع یهامیآنز

 تبلس نیپروتئافزار از وب نیبنابراشده استفاده شده است.  فیتعر
((pBLAST میآنز یشد و توال تفادهفعال اس گاهیجا نییجهت تع 

Geobacillus Stearothermophilus Azoreductase یعنوان ورودبه 
بلست  نیافزار در نظر گرفته شد. لازم به ذکر است که وب افزار پروتئوب نیا
( (pBLAST به جستجو در(pdb)  protein data bank proteins  محدود

 یهاتیفعال که است ییهانیواقع شامل پروتئ در  pdbداده گاهیشده است. پا
 از. نددار مشخص یبلورشناس ساختار و شده انجام آنها یور بر یشگاهیآزما

 یخطا زانیم ،بیترت نیا به. هستند نانیاطم قابل شتریب حاصل جینتا رو نیا
 اهگیجا و شده داده کاهش کیوانفورماتیب یسازمدل اساس بر محاسبات

 افزاروب جینتا. بود خواهد ترکینزد تیواقع به میآنز یبرا آمده دستبه فعال
 Geobacillus Stearothermophilusیبرا pBLAST)) بلست نیپروتئ

Azoreductase تا Evalue=1e-50 نیتا ا رایاند؛ زقرار گرفته یمورد بررس 
فعال  گاهیجا نی. بهتردهندیم نشان را یادیز اریبس تطابق هانیمقدار پروتئ

 یکازانر داونیشده توسط  یهدر مقاله ارا Bacillus Smithii یبه باکترمربوط
 و %46/11 تطابق میآنز نیا یهاداده. (37)و همکاران گزارش شده است 

-2e زیآن ن Evalue نی. علاوه بر ادهندیم نشان را میآنز با %211 پوشش

 .تاس تیقطع عدم نهیکم و ادیز اریبس تطابق دهندهنشان که است 130
 .است Bacillus Smithii یفعال مختص باکتر گاهیجا نیبهتر نیبنابرا
 یدهاینواسیآم همکاران و یکازانر وندایگزارش شده در مقاله  جینتا براساس

N104, F105, Y127′, Y172′, F125′, A119′,I52′,W60′, and F57′  
 نیا. (37) اندشده یمعرف Bacillus Smithii میفعال آنز گاهیعنوان جابه
 Geobacillus Stearothermophilus نیدر پروتئ دهاینواسیآم

Azoreductase این تطابق  .دارند وجود هاگاهیجا همان در زین
د. این باشمی ی شباهت بالای عملکردی بین این دو نوع آنزیمدهندهنشان

شباهت ساختاری با توجه با میزان بالای شباهت توالی بین این دو آنزیم دور 
اه جود در جایگهای موهای در بین اسید آمینهباشد. هر چند تفاوتاز ذهن نمی

ه های اصلی کرسد اسید آمینهنظر میفعال این دو آنزیم وجود دارد ولی به
باشند در هر دو آنزیم در طی تکامل به می یند تخریب رنگ دخیلآدر فر

 های دیگری که در جایگاه فعالمیزان بیشتری حفظ شده است. اسید آمینه
تر داشته و به نظر بیشتری در عملکردی آنزیمی حضور دارند نقش کم رنگ

 عملکرد حمایتی و حفاظتی دارند.
( Search Grid) گاهیجا یجستجو تیقابل که ،PyRxاستفاده از  با

 یعدب سه مدل با( لیمت قرمز) سوبسترا کردن داک دارد، را یدست صورتبه
Robetta پلات گیل با شده داکمدل  نیشده است. سپس پلات بهتر انجام 

عال دارد ف گاهیبا جا یادیز یلیداک تطابق خ نیا دهدیم نشان شده و میترس
دهد می این تطابق نشان .هستند یدروژنیه وندیپ یدارا زیآن ن دینواسیو دو آم

گیری درست و در محل درستی در جایگاه فعال که رنگ قرمز متیل با جهت
رهم ی شباهت این بکنندهگیری درست تضمینقرار گرفته است. این جهت

افتد. در صورت نادرست بودن چیزی است که در واقعیت اتفاق می کنش با
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ست گیرد و شکست و بصورت نادرستی در جایگاه قرار میداک اولیه رنگ به
گیرد و در نهایت فعالیت آنزیمی دچار اختلال پیوندها به درستی صورت نمی

ی صحت دستکاری و کنندهشود. موفقیت در این مرحله تضمینمی
 ی در آنزیم خواهم بود.زایجهش

 با را،سوبست با میآنز یشدگ جفت حالت نیبهتر کردن دایپ از پس
 یعیطب یهانیپروتئ انیم شده، در رسم نمودار یهاگاهیجا به توجه

که باعث بهبود کاربرد و  افتی یجهش امکان صورت در تا شد جستجو
 استفاده (pBLASTبلست ) نیاز پروتئ زیکار ن نیا یعملکرد آن شود. برا

 Non-redundantنهیبلست با استفاده از گز نیپروتئ گرید بار. است شده

protein sequences(nr) نییبه ساختار تع ازین گرید رایانجام شد. ز 
 Multipleدر  هایاست توال ازیآنها ن یو فقط به توال ستیشده ن

Alignment ادجیا پلات در موجود یدهاینواسیآم و شد گذاشته هم ریز 
 ن،یسر به 231 نیپرول شامل جهش نیمنتخب و است شده یبررس شده
 271 نیآلان نلیف ن،یآلان لیفن به 212 نیروزیت ن،یسر به 249 نیسیگلا
این  .اندشده نییتع هاگاهیجا نیا در نیسر به 211 نیآلان ن،یلوس به

ها در واقع استفاده از روند تکامل برای بهبود عملکرد آنزیم است. جهش
ود شمی ها یافتای از گونهدر مجموعه هین معنی که در هر آنزیمی کبد

ای وجود دارد. برخی از اسید ی اسید آمینهشدهبرخی الگوهای حفظ
صورت حفظ شده وجود دارند. این ها بهها در تعداد بالای از گونهآمینه

توان به اهمیت و تناسب دقیق آن اسید امینه برای آن می حفظ شدگی را
 حل تفسیر کرد. بدین معنی که حضور آن اسید آمینه در آن محلم

تواند بهترین بازده عملکردی را داشته باشد و به همین سبب در طی می
تکامل حفظ شده است. در بررسی صورت گرفته از این منطق برای 

ای جایگاه فعال که های ممکن استفاده شد. هر اسید آمینهمعرفی جهش
 تری داشت کاندید جهششده ظی معادل حفد امینهطبق داده بلست اسی

 گردید.
 جدول)  داد نشان و پلات جهش یانرژ یو بررس ییزاهشج جینتا

 به 231 نیپرول لیاتصال، جهش تبد یجهش عامل کاهش انرژ تنها( 1
 -kcal/mol 9/6 مقدار از یسازفعال یبود که باعث کاهش انرژ نیسر
 LIGPLOTافزار توسط نرم تپلا. شد -kcal/mol 4/7 مقدار به

 نیسربه  231 نیپرول لیپس از جهش تبد افتهیجهش نیپروتئ مولکول
 تصالا یانرژکه  دهدیم نشان را آمده دستهب دیجد یدروژنیه وندیپ کی
و  های انرژیتطابق بین داده .کندیم دییأت را میآنز عملکرد بهبود و

ی این جهش در بهبود ی احتمال بالادهندهکنشی نشانی برهمشبکه
کنش بین آنزیم و قرمز متیل است. بالاتر بودن انرژی اتصال و برهم
یافته دهند که آنزیم جهشمی های بهتر با جایگاه فعال نشانکنشبرهم

به آنزیم وحشی قدرت بالاتری در اتصال به رنگ در شرایط یکسان نسبت
ادر به شناسایی آن و تر از رنگ نیز قهای پایینرا داشته و در غلظت

یافته در رقابت با این آنزیم جهش تخریب آن خواهد بود. ضمناً
توانند می هایی که تمایل به اتصال به جایگاه فعال دارند و حتیمولکول

 تر عمل کرده وکننده عملکرد آن را مختل کنند موفقعنوان ممانعتبه
 کند. می قرمز متیل را تجزیه

 :است ریز شرح به لیتم قرمز یمیآنز هیتجز
anthranilate + N,N-dimethyl-1,4-

phenylenediamine +1 NAD+ = 2-(4-

dimethylaminophenyl) diazenylbenzoate + 2 H+ + 
2 NADH 

 رنگ، حذف از پس میآنز عملکرد با که دهدیم نشان معادله نیا
  .تداش خواهد ستیز طیمح یبرا یکمتر تیسم زین حاصل یهافراورده

 گاهیه شد و جاساخت یدیجد وندی، پنیسربه  نیپرول دیاس نویآم رییتغ اب
 یکه به معن ،یتر شدن گروه عاملعلت آن، کوچک افت،یفعال بهبود 

گروه  نیهمچن است،فعال  گاهیتر سوبسترا در جابهتر و راحت یریقرارگ
و تداخل با اتصال گروه  شودمی حذف زین شودمی که باردار نیآم
 جادیبا ا بیترت نیبد رود،می نیآزو از ب یهامعمول در رنگ یرقطبیغ
را شرح  یسازفعال یانرژ رییتغ نیا توانمی دیجد یرقطبیغ وندیپ کی

 داد. 
 ردنک باز به قادر کیوانفوماتیب یابزارها از استفاده رسدمی نظر به
 ییپالا ستیز با مرتبط یهامیآنز یمهندس ینهیزم در دیجد یهاافق

 نهیبه به منجر توانندمی کمتر زمان و نهیهز صرف با ابزارها نیا. است
 .گردند هامیآنز ییپالا ستیز عملکرد شدن

 و قدردانی رتشک
 یبررس"ارشد با عنوان  ینامه کارشناساین مقاله از پایان

ن در حذف آ یمیجهت بهبود عملکرد آنز داکتازیآزور میآنز کیوانفورماتیب
 تیشده است. این مطالعه توسط دانشگاه ترباستخراج  "آزو یهارنگ

شگاه و همه از دان یشده است. تیم تحقیقات یپشتیبان ییرجا دیشه ریدب
 کنند.یاین مطالعه شرکت کردند تشکر م انجامکه در  یکسان

 ملاحظات اخلاقی
به سبب ماهیت محاسباتی مطالعه، ملاحظات اخلاقی در این مطالعه 

 .مطرح نبوده است

 فعتعارض منا
 .داردوجود ن سندگانیاز نو کی چیگزارش توسط ه یبرا یتعارض منافع

 مشارکت نویسندگان
 یو بررس لیها، تحلروش یاجرا ،یعلم یدر طراح سندگانینو هیکل

مقاله  ییشکل نها دییأمقاله و مطالعه و ت سینوشینگارش پ ج،ینتا
 اند.داشته کسانیمشارکت 

 مالی حمایت
 .وجود ندارد گزارش یبرا یمال تیحما
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Abstract: 
 

Introduction: Large quantities of dyes, including refractory azo dyes, are discharged directly into wastewater from the textile 
and petroleum industries and can be removed by bioremediation. In this study, bioinformatics tools were used to modify the 
structure of the enzyme azuridactase to improve its performance in degrading these dyes, including methyl red. 
Methods: The amino acid sequence of the azoridactase enzyme was obtained from the UniProt database. The three-
dimensional structure of the enzyme was predicted using modeling tools, and the best model was determined using Qmean 
web software. Due to the close proximity of the active site of this enzyme to that of Bacillus Smithii, the substrate (methyl 
red) was docked to a three-dimensional model of the active site using the PyRx program. Potential mutations at the active 
site were identified through sequence alignment. The exerted mutations were examined regarding the changes in binding 
energy and the interaction network. 
Results: The structure generated by Robetta was chosen as the best model for the Q9X4K2 sequence. The mutagenesis results, 
in terms of binding energy and interaction plot, indicated that the optimal mutation involves changing proline 132 to serine. 
This mutation reduces the binding energy between methyl red and azoridactase from -6.9 kcal/mol to -7.4 kcal/mol. 
Furthermore, an examination of the interaction network in the mutant protein revealed the formation of a new hydrogen 
bond. 
Conclusion: The reduced binding energy between the enzyme and methyl red suggests that the enzyme is more favorably 
positioned towards the substrate, thereby enhancing the enzyme's efficacy in degrading azo dyes. 
 

Keywords: Azuridactase, Bioinformatics, Azo dye, Bioremediation. 

Conflict of Interest: No  

*Corresponding author: A. Zakeri, Email: zakeri@sru.ac.ir 

Citation: Zakeri A, Yaghobi M, Khalili S, Hashemi ZS, Navid P. Azoridactase enzyme engineering to induce 
structural changes in the active site and improve its affinity for azo dyes. Journal of Knowledge & Health in Basic 
Medical Sciences 2024;18(4):21-31. 


