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 111  ...بررسي پراكندگي و فعاليت

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هاي سطحي  هاي پروتئوليتيك دريايي در لايه بررسي پراكندگي و فعاليت باكتري

 جنوبي درياي خزر ةو زيرسطحي حوز
 *نسب مريم طباطبايي

 چكيده

 اي برخوردارنند.  كنند، در صنناي  متلفن ، از اهتينت وين ه     تر و آمينواسيدها تبديل مي هاي پروتئاز كه مواد پروتئيني را به مواد ساده آنزيم 

 ها را دارند. توانايي توليد اين آنزيم ،هايي از باسيفوس و آئروموناس از جتفه گونه ،هاي متلف  باكلري

جنوبي درياي خزر در منناطق   ةابلدا از آبهاي سطوح متلف  آب از حوز ،هاي پروتئوليليك به منظور جداسازي باكلري ،در اين تحقيق

ها  كشت داده شد. سپس نتونه Milk Agarبر روي محيط كشت  ،شده هاي آب و رسوب تهيه شد و از نتونه برداري خزرآباد و ساري نتونه

ها از نظنر تعنداد، مورفولنووي و فيزيولنووي      كفني ،گراد گرماگذاري شدند. پس از آن سانلي ةدرج 03ساعت در دماي مساعد  84به مدت 

 skimهاي پروتئناز مببنت جندا شنده در محنيط       هاي باكلري داسازي پروتئاز از نتونهبعد به منظور ج ةمورد بررسي قرار گرفلند. در مرحف

milk 1بعند  قرار داده شد 153 با دور دارشيكر درون انكوباتوردرجه سانليگراد  03روز در دماي  10ها به مدت  % كشت تهيه شد و نتونه .

% به عنوان سوبسلرا و بافر فسفات سديم، تنري كفنرو اسنليك    2گازئين دقيقه و افزودن آزو 13دور به مدت  13333از سانلريفوو نتونه در 

 س ننانوملر خوانده شد و غفظت پروتئين به روش بردفورد محاسبه گرديد. سپ 595% سود و يك مولار، جذب نور در طول موج 13اسيد 

 
 
 مايشگاهي، سازمان مركزي دانشگاه پيام نورآزكارشناس تجهيزات  *
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 اره سومسال اول، شتنور،  پيك 111

،  pHم، اثر ند آنزيننه تولينط بهينيين شراينبه منظور تع ،بعد ةمرحف الكلروفورز گرديد. در SDS – PAGEبه روش شده  تتفيص ةنتون

 هاي متلف  نتك و دما بر روي توليد آنزيم مورد بررسي قرار گرفت. غفظت

تحت شرايط ذكرشده، يك سنويه،   ،زبورهاي م هاي گرم منفي فاقد اندوسپور شناسايي شدند. در بين باكلري ها باسيل تتامي اين باكلري

آن  ةهاي بيوشيتيايي انجام گرفت و گون نتكتيفي شناسايي آن از طريق آزمو توانايي بالاتري را در توليد آنزيم در خود نشان داد كه مراحل

 توسط مؤسسه تحقيقاتي و توليدي زكريا آزما شناسايي و تأييد شد. Flavimonas oryzihabitansبه نام 

 مولار به دست آمده است. 2/3-5/2هاي نتك  سانليگراد و غفظت ةدرج 03، دماي pH 2/7ين نلايج حاصل از اين تحقيق در بهلر

 

  واژهكليد

 .باكلريهاي پروتئوليليك، پروتئاز،  درياي خزر 
 

 مقدمه
تر و  آنزيتهاي پروتئاز كه مواد پروتئيني را به مواد ساده

ل كتوتريپسننين و كنننند، شننام آمينواسننيدها تبننديل منني
 تريپسنننين، پروتئازهننناي پانكراتينننك، بنننروم نين   

(Bromelanine)  آنزيم آناناس، پاپنائين ،(Papain)  آننزيم ،
 (Serratia)پپليدهاي آنلروبناكلري سراشنيا    و هندي ةانب
 .(Murray, 2001باشند) مي

هنناي پروتئنناز از اهتيننت صنننعلي بننالايي    آنننزيم
هناي تجنارتي را    درصد آنزيم 03برخوردارند. بيش از 
 (.1077 زاده، عالمدهند) پروتئازها تشكيل مي

شناخت واقعي پروتئازهاي قفيايي مورد اسلفاده در 
 ،توسعه يافت. در حال حاضر 1903ها از سال شوينده

 ها، هاي قفيايي مورد اسلفاده در شويندهتوليد پروتئاز
 دهد. هاي تجارتي را تشكيل مي درصد توليد آنزيم 25

 ةم و رايحنب ايجاد طعني موجنناي  لبندر صپروتئاز 
شود. افزودن آنزيم پروتئاز موجب  مناسب در پنير مي

شود. پروتئاز  تقفيل مدت رسيدن پنير به چند هفله مي
 ةتفنز از جنان نينناي  ننزا در صنفوس اورينپروينآس

 (.1077زاده، عالم)است پروتئازهاي قابل بررسي 
 بوليكي مانند انعقاد خون هاي ملا پروتئازها در تنظيم

 

 
 (. 1070 مرتضوي و هتكاران،) و كنلرل فشار خون مؤثرند

هنناي پروتئوليليننك در  اسننلفاده از آنننزيم ةتاريتچنن
جان  1930  در سال بسيار طولاني است.درمان سرطان 

در كلناب خنود تحنت     ،شنناس اسنكاتفندي   جنين ،برد
از ، روش موفنق اسنلفاده   درمان سرطان با آنزيمعنوان 
 (.Murray, 2001پانكراتيك را توضيح داد ) ةعصار

با توجه به اهتيت اسلفاده از اين آننزيم در صنناي    
آننزيم   ةدسنليابي بنه منناب  ديگنر توليدكننند      ،متلف 
 هتننين جهننت   بننه رسنند. ي بننه نظننر منني  ضننرور

تر  شناخله در اين زمينه ناكه هاي دريايي  ميكروارگانسيم
بنا   اينن پن وهش   فنت. مورد بررسي قنرار گر  باشند مي
 :شدف زير انجام ااهد
هاي پروتئوليليك از  جداسازي و شناسايي باكلري .1

 ؛جنوبي درياي خزر ةحوز
هنناي  سننازي پروتئنناز باكلريننايي از نتونننه  . جدا2

 ؛شدههاي پروتئاز مببت جدا باكلري
و  pHتوليد آنزيم، بررسي اثر  ة. تعيين شرايط بهين0

 ؛روي توليد آنزيم هاي متلف  نتك و دما بر غفظت
 . SDS-PAGEالكلروفورز پروتئاز توليدشده با روش   .8
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 111  ...و فعاليت بررسي پراكندگي

 ها واد و روشم
 ن  ايسنلگاه )سناري   2برداري از آب و رسوب از  نتونه

در ملننري و ديگننري  در يننكنتونننه   يننك خزرآبنناد(
 ةمنطقن  ةفاصنف ) ملري سواحل جننوبي دريناي خنزر    پنج

ون وينن  »بنرداري   توسنط نتوننه   (برداري از سناحل  نتونه
 صورت گرفت. «گرب

هاي پروتئوليليك درينايي،   جهت جداسازي باكلري
 2 بننرداري شننده از هنناي آب و رسننوب نتونننه نتونننه
 skim milk Agarروي محيط كشنت   يادشده،ايسلگاه 

ساعت  84 به روش خطي كشت داده و سپس به مدت
را هاي رشدكرده  گرماگذاري شد. كفني  c ْ03دماي  در

شفاف ايجاد شنده   ةكه اطراف آنها هالن در اين محيط  
هاي جدا شده را خالص  شناسايي و سپس كفني است ن 
از نظر مورفولووي، ماكروسنكوپي و پراكنندگي    ،نتوده
بنرداري   در دو ايسلگاه نتوننه  ،هاي پروتئوليليك باكلري
 .كرديمبررسي شده 
 

 هاي جداشده سازي پروتئاز باكتريجدا
هناي كشنت حناوي     از محنيط  ،براي جداسازي  .1 

skim milk 1% .و محيط نوترنيت اسلفاده گرديد 

سوسپانسيون باكلريايي كه با شناهد منك فارلنند    ن 

بنه محنيط    درصد 5 تا 0به نسبت  ،بود مقايسه شده

 تفقيح گرديد. skim milk 1%و نوترنيت 

دقيقنه   13دور بنه مندت   13333فنو  در   ةنتون  .2

منظور بررسني   سانلريفوو گرديد و ماي  رويي آن به

 وجود آنزيم مورد اسلفاده قرار گرفت.

0. ml 15/3   ماي  رويني بنه  ml25/3    بنافر فسنفات

mM 5  بنناpH  23كننه حنناوي )خنبنني(  7معننادل %

Azocascin اضافه شد. بود عنوان سوبسلرا به 
 

 
درجه قرار  25دقيقه در حتام  15 نتونه به مدت .8

 داده شد.
ي كفرو اسليك )تر TCAاز  ml 2/1سپس به آن  .5

 15 نتونه را به مندت  ،درصد اضافه كرده 13اسيد( 
تنا فعالينت آننزيم     ينم دقيقه در دماي اتا  قنرار داد 

 ملوق  شود.
دور  4333دقيقننه در  13نتونننه را بننه منندت     .0

و مناي    يمسانلريفوو كرده، رسوب را حنذف نتنود  
منظور بررسي وجود آنزيم مورد اسلفاده  رويي آن به
 قرار گرفت.

يك  NaOH ميفي مول 8/1مول نتونه به  ميفي 2/1. 7
 مولار اضافه گرديد.

در طنول منوج    ،مورد نظر ةنتون در ميزان جذب  .4
توسنننط دسنننلگاه اسنننپكلروفلوملر  ،ننننانوملر 595
 (.In Jae Park at.aL. 2003گيري شد) اندازه
فورد تعيين  دميزان غفظت پروتئين را با روش برَ .9

 (.Ford, 1975) گرديد
 باشد: روش انجام آزمون به ترتيب زير مي

  نننيم از محفننول آلبننومين سننرم گنناوي بننا غفظننت
  و 25، 23، 15، 13مقادير با  ،ليلر گرم در ميفي ميفي
در دو سري لوله ريتله و حجم هر  ،ميكروليلر 03
بنه   ،منول  15/3نتك طعام با غفظت وسيفة  به ،لوله
 .رسانده شدميكروليلر  133

  به هر لولهml 1  از محفول رنگي كوماسي برليانت
دو دقيقه در حرارت اتا  قنرار  و بفو اضافه نتوده 

 .داده شد
 هناي فنو  توسنط دسنلگاه      يك از نتونهجذب هر

خواننده  ننانوملر   595در طول منوج   اسپكلروفلوملر
 .(1نتودار گرديد )سپس منحني اسلاندارد رسم  ،شد
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 اره سومسال اول، شتنور،  پيك 111

فاورز  شده باا روش الكترو  بررسي نوع پروتئاز توليد
و دودسيل دپلي آكريل آميد در حضور سديم  در ژلِ

  (SDS-PAGE)سولفات 

 توليد آنزيم ةبررسي شرايط بهين
ميفنك  ها را روي محيط كشت حاوي شنير )  ابلدا نتونه

 بننه اسننت pH=9و   pH=5، pH=7( كننه داراي آگننار
هنا را در   اي كشنت دادينم. سنپس نتوننه     صورت نقطه

در  ،رماگنذاري كنرده  ساعت گ 90به مدت  c ْ03 دماي
شنفاف بناكلري را    ةفواصل زمناني متلفن  قطنر هالن    

 گيري نتوديم. اندازه
 

 ي توليد آنزيموبررسي اثر دما بر ر
ميفنك  ها را روي محيط كشت حاوي شنير )  ابلدا نتونه 

 ،c ْ25 ، c ْ03  فناي متلنت داده و در دماهن( كشآگنار 
c ْ07 ساعت گرماگذاري نتنوديم و در   123و به مدت

شنفاف بناكلري را    ةفواصل زمناني متلفن  قطنر هالن    
 گيري كرديم. اندازه

 
هاي مختلف نمك بار روي تولياد    بررسي اثر غلظت

 آنزيم
  ،Nacl 2/3  ناي متلفنه ر روي غفظتنها را ب باكلري

مولار كشنت دادينم و بنه مندت      5/2و 2، 5/1، 1، 5/3
گنذاري  گنراد گرما  سنانلي  ةدرج 03دماي  يك هفله در

 كرديم.
 

 هاي باكتري  هاي شناسايي سويه آزمون
 هاي معتول توسط روش ،هاي جداشده شناسايي سويه 

هاي ميكروسنكوپي، ماكروسنكوپي و    روشميكروبيولوويك )

 ( صورت گرفت.هاي بيوشيتيايي تست
 

 گيري نتيجه
 شده   برداري هاي آب و رسوب نتونه نلايج كشت نتونه

 شود. مشاهده مي 1عكسدر 

 
 
 
 
 
 

پروتئوليليك بر روي  ةشد نتايي از باكلري خالص :1عكس

ها  شفاف در اطراف كفني ةهال .skim milkت حاوي محيط يپف

 .ستها پروتئاز مببت بودن باكلري ةنشان
سننه  ،هنناي پروتئوليليننك جداشننده از بننين بنناكلري

 ن ند و از بينان دادننباكلري خاصيت پروتئاز بهلري نش
عننوان بهلنرين بناكلري مولند      هبن  A1بناكلري   آنها نيز

گيري شده  نتونه پروتئاز كه از رسوب ايسلگاه خزرآباد
درصند   ،، شناسايي گرديد. با توجه به نلايج حاصلبود

 ةهاي پروتئوليليك در نتونن  هاي باكلري تعداد كل كفني
% و در ايسنلگاه خزرآبناد   9در ايسلگاه ساري  ،رسوب

هناي   هناي بناكلري   % اع م شد و تعداد كل كفني0/12
% و 0/0آب در ايسنلگاه سناري    ةپروتئوليليك در نتون
 اع م گرديد.  % 5/7 در ايسلگاه خزرآباد

با توجه به نلايج حاصل از شتارش تعداد  ،بنابراين
هاي آب و  هاي پروتئوليليك از نتونه هاي باكلري كفني

جنوبي  ةحوز د دررسوب دو ايسلگاه ساري و خزرآبا
 ةهاي پروتئوليليك در نتون باكلري درياي خزر، تعداد

 (.1جدول باشد) آب مي ةبيش از نتون ،رسوب
 ،هاي جداشده سازي پروتئاز باكلريجهت جدا

 وملري نميزان جذب نتونه را توسط دسلگاه  اسپكلروفل
نانوملر بررسني و بنا مقايسنه بنا      595با طول موج 
  083/3ين نروتئنزان پنمي ،وردنف درَنمنحني اسلاندارد ب

 .(1نتودار ) گرم، ميفي ليلر گزارش گرديد ميفي
______________________________________ 

1. Coomasie  Brilliant  Blue  Solution 
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 111  ...و فعاليت بررسي پراكندگي

تعيين پروتئناز توليدشنده بنا الكلروفنورز در ول پفني      

 -SDS)آكريل آميد در حضور سديم دودسيل سولفات 

AGE) ي شد و دو باند پروتئيني با وزن مولكولي بررس

 S-PAGكيفوداللون مشاهده شد. 25و  04

)) 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (.(SDS-PAGE نتايي از باندهاي پروتئيني مشاهده شده با روش .1عكس

 

سننازي آنننزيم  در بررسنني نلننايج حاصننل از بهينننه 

 ،براي رشد باكلري پروتئوليليك pHشده، بهلرين  مشاهده

pH ةدرجن  03بناكلري   و بهلرين دما براي رشند  7ابر بر 

بناكلري در   بهلنرين رشند   ،هتچننين  ؛گنراد اسنت   سانلي

مولار انجام گرفله  5/2الي  2/3هاي متلف  نتك  غفظت

 .(8 و 0  ،2هاي  جدولاست)

 

 

بننناكلري در  

غفظت هناي  

متلفنننننن  

الي  2/3نتك

 تعداد كل كلني
 ايستگاه خزرآباد ايستگاه ساري

 درصد تعداد درصد تعداد

 - 97 - 55 رسوب  ةهاي باكتريايي در نمون تعداد كل كلني

 6/01 01 7 5 رسوب ةتئوليتيك در نمونهاي پرو هاي باكتري تعدا كل كلني

 

 تعداد كل كلني
 ايستگاه خزر آباد ايستگاه ساري

 درصد تعداد درصد تعداد

 - 01 - 01 آب ةتعداد كل كلني باكتريايي در نمون

 5/9 0 6/6 1 آب ةهاي پروتئوليتيك در نمون هاي باكتري تعداد كل كلني

 

 جنوبي درياي خزر   ةهاي آب و رسوب دو ايستگاه ساري و خزرآباد در حوز وليتيك از نمونههاي پروتئ وضعيت تعداد باكتري .0جدول

 

38 kDa 

25 kDa 

38 kDa 

25 kDa  

A1 نمودار 3-1- جذب نمونه پروتئاز باکتری جداشده

0.315
0.33

0.374 0.38
0.393 0.4

0
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0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

1 2 3 4 5 6

میزان جذب

 1Aپروتئاز باكتري جدا شده ةجذب نمون .1رنمودا
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 اره سومسال اول، شتنور،  پيك 111

 مولار انجام گرفله است 5/2

 

 

ده از رسوبات حوزه جنوبي درياي  خزر ادامه بررسي ها در زمينه هاي زينر  آنزيتي باكلري هاي جدا ش

 مي تواند مفيد باشد.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 9،7،5هاي  pHدر  Skim milkبندي رشد باكتري پرتئوليتيك در محيط كشت  جدول زمان .1جدول 

pH كلني 
 ساعت 76 ساعت 91 ساعت 04 ساعت 10

pH5 

1A 0 0 0 0 

2A 0 0 0 0 

3A 0 0 0 0 

pH9 

1A  mm11   mm 11 mm 19 mm 43 

2A mm 13 mm 10 mm 41 mm 49 

 
3A mm 5 mm 11 mm 11 mm 40 

pH7 

1A mm 10 mm 17 mm 44 mm 30 

2A mm 19 mm 13 mm 41 mm 33 

3A mm 13 mm 10 mm 11 mm 41 

 

   ، c ْ19در دماهاي مختلف  Skim milkروتئوليتيك در محيط كشت بندي رشد باكتري پ جدول زمان .0جدول 

 c ْ40، c ْ47 

 ساعت 011 ساعت 76 ساعت 91 ساعت 04 ساعت 10 كلني دما

C52 

1A mm 10 mm 19 mm 19 mm 40 mm 43 

2A mm 11 mm 11 mm 17 mm 40 - 

C03 

1A mm 17 mm 11 mm 43 mm 41 mm 41 

2A mm 13 mm 10 mm 17 mm 44 mm 47 

C09 
1A mm 19 mm 10 mm 19 mm 41 - 

2A mm 13 mm 11 mm 11 mm 11 mm 40 

 

 NaClدر غلظت هاي مختلف  A1جدول رشد باكتري پروتئوليتيك .0جدول 

 رشدباكتري غلظت مختلف نمك لوله

 اف بودن لوله()شف - لوله شاهد 1

 + )كدر شدن لوله( مولار 1/0 1

 + مولار 9/0 4

 + مولار 1 3

 + مولار 9/1 9

 + مولار 1 1

 + مولار 9/1 7
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 111  ...و فعاليت بررسي پراكندگي

هناي   هناي جداشنده توسنط روش    شناسايي سويه

ي ميكروسنننكوپي، هنننا روشمعتنننول ميكروبيولووينننك )

 منلهي ،شده هاي بيوشيتيايي انجام و تست( ماكروسكوپي

 باكلري جداشده از رسوبات ةه سويك اين نليجه شدبه  

يد مؤسسه تحقيقاتي زكريا يتأ موردجنوبي درياي خزر 

 .قرار گرفت Flavimonas oryzihabitansآزما، 

  

 Alنلايج حاصل از انجام تسلهاي بيوشيتيايي سويه  .1جدول

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مشتصننات ميكروسننكوپي كفننني پرتئوليليننك بننه 

 آميزي گرم مشاهده شد. نوع باكلري باسيل روش رنگ

 اسپور و بدون كپسول بود. گرم منفي بدون 

  

 

 

 

 

 A-1باكلري پروتئوليليك  ةتشتيص سوي  نلايج حاصل از .1جدول 

Test KIA reaction OF Result 
AIK/NC 

oxidative 

Strain 

 

Oxidase reaction 

Catalase 
Growth on Mac Conkey 

Hyrolysis of 

Gelatin 
Starch 

Casein 

Urea 
Esculin 

Indole  

SH2 
Motility 

Optimal growth aat 30 C  

Mannitol 

Xylose 

Sucorse 

Maltose 

Glucose  
Ornithine decarboxylase 

Lysine decarboxylase 

ONPG 
Phenylalanine deminase  Lecithinase 

 

 

+ 

+ 
+ 

 

 
- 

- 

- 
- 

- 

- 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

- 

- 
- 

- 
- 

Flavimonas  oryzihabitans 

 

تعيين هويت 

 نهايي

مشخصات 

 ماكروسكوپي

مشخصات 

 ميكروسكوپي
 نام سويه محل جدا سازي روش رنگ آميزي گرم

Flavimon

as 

oryzihabi

tans 

كفني مسطح 

 با حاشيه صاف

فاقد اسپور و 

 كپسول، هوازي
 باسيل گرم منفي

رسوب سواحل جنوبي 

 درياي خزر )ساري(
A-1 
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