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ك يدرولتيه يآنزيمهاد كننده ينمك دوست تول يهايات باكترين خصوصييو تع ييشناسا

از درياچه نمك آران و بيدگلجدا شده   

  3پوربابائياحمد علي  و *،2آموزگارمحمد علي ،  1باباوليانحميد 

  تط زيسي كاربردي و محيمركز تحقيقات بيوتكنولوژ ،)عج( علوم پزشكي بقيه االله دانشگاهتهران،  1

  آزمايشگاه اكسترموفيل، يگروه ميكروبيولوژدانشگاه تهران ، پرديس علوم ، دانشكده زيست شناسي ،  تهران، 2

  ، دانشكده علوم گروه ميكروبيولوژياسلامي دانشگاه آزادقم،  3

  6/9/87: تاريخ پذيرش   20/12/86 :تاريخ دريافت

  يدهچك

اين درياچه شكلي شبيه به يك مثلث دارد . طقه كوير مركزي ايران مي باشددر من ي شوردرياچه آران و بيدگل يكي از درياچه ها

ها از غربال گري باكتري. كيلومتر مي باشد 38كيلومتر و ارتفاع آن  35طول قاعده اين مثلث . ه سمت شمال مي باشدبس آن أكه ر

مك دوست نسبي توانا به توليد باكتري گرم منفي ن 22باكتري گرم مثبت و  61نقاط مختلف درياچه منجر به جداسازي

 pHو  سانتي گراد درجه 34-37نمك ، دماي  درصد 5- 15ها به طور اپتيمم در محيط با هيدرولازهاي مختلف شد اين باكتري

، كربوكسي متيل ، اينوليناز، گزيلاناز DNAase، ي آميلاز، پروتئاز، ليپازآنزيمهاتعداد سويه هاي توليد كننده  رشد مي كنند 2/7

اين سويه ها تعدادي  در ميانبود كه  20و  16، 24، 11، 9، 40، 40، 27، 20، 32پولولاناز و كيتيناز به ترتيب ، ولاز، پكتينازسل

و  DNaseي آنزيمهاگرم مثبت  باسيلهايي توليد شده در آنزيمهابيشترين . بودند آنزيمهانيزقادر به توليد مخلوطي از اين 

 .ي پولولانازو كربوكسي متيل سلولاز بودندآنزيمهاگرم مثبت  كوكوسهايمنفي آنزيم ليپاز و در گرم  باسيلهاياينوليناز و در 

ي آنزيمهااز اين سويه ها، چندين سويه با توانايي توليد تنوعي از  .كمترين ميزان آنزيم توليد شده مربوط به آنزيم گزيلاناز بود

 ,AMB5, AMB6, AMB11و ) آنزيم 7(AMB7, AMB10, AMB1و) آنزيم AMB1 )8ارزشمند انتخاب شدند كه شامل 

AMB13 )6 آنزيم (وAMB2, AMB3, AMB8, AMB9 )5 آنزيم ( وAMB4, AMG1 )4 آنزيم ( وAMC1, AMC2 )3 

نهايتاً سويه هاي منتخب علاوه بر  .بودند) آنزيم 1( AMG3و ) آنزيم 2( AMC3 ،AMC8 ،AMC17 ،AMG2و ) آنزيم

گرم  باكتريهاي كه شناسايي و تعيين توالي شدند،  16S rDNAفيلوژني و مولكولي با تكنيك  هايويژگيصفات فنوتيپي از نظر 

، Halobacillus, Thalassobacillus, Bacillus, Salinicoccus   ،Nesterenkonia جنسهايمثبت متعلق به 

Marinococcus ،Staphylococcus  جنسهايمتعلق به  گرم منفي باكتريهايو Idiomarina, Salicola  وHalomonas 

  . جدا شده از درياچه و بيشترين تنوع آنزيم را نشان داد يترين باكتر فراوان Halobacillusجنس  يباكتر. بودند

  ، غربال گريي هيدروليتيكآنزيمها، اكسترموفيل، نمك دوست :واژه هاي كليدي

  amozegar@khayam.ut.ac.ir: ، پست الكترونيك02161112723نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه

درياچه آران و بيدگل يكي از درياچه ها در منطقه كوير 

اين . شور در ايران است يو بزرگترين پلايا مركزي ايران

س آن به أدرياچه شكلي شبيه به يك مثلث دارد، كه ر

كيلومتر  35طول قاعده اين مثلث . سمت شمال مي باشد 

- 54عمق نمك آن بين  .كيلومتر مي باشد  38و ارتفاع آن 

متر متغيير مي باشد كه توسط لايه هاي خاك رس از  5
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تركيبات تشكيل دهنده نمك . يكديگر جدا شده اند

درياچه، موادي از قبيل سديم كلرايد، سديم سولفات، 

بوده و بيشتر فصول .... منيزيم كلرايد، منيزيم سولفات و 

ين شاخص ا ويژگيهاي .سال خشك و اشباع از نمك است

بالا بودن عيار منيزيم آن نسبت به  ،جنبه شيميايي درياچه از

، از شورابه هاي مطالعه شده در ايران ساير درياچه ها و

ميزان شوري اشباع نمك و لايه هاي رنگي  ،جنبه بيولوژيك

 ،و از جنبه اقتصادي) قرمز، نارنجي، سبز، سياه(نمك 

درياچه به  اين. حصول مقدار زياد نمك را مي توان نام برد

علت بالا بودن ميزان شوري يك زيستگاه مناسب براي 

. دسته اي از اكسترموفيل ها به نام نمك دوستها مي باشد

نمك دوست ميكروارگانيسم هايي هستند كه مي  باكتريهاي

نمك  درصد 5- 15در محيط محتوي بصورت بهينه  توانند

البته اين محدوده نمك بستگي به ). 21و 8(رشد كنند 

ها به طور وسيع در آن. ركيبات محيط كشت و دما داردت

، خاكها و هاي شور مانند درياچه هاي شوراهزيستگ

اي نمكزار، حوضچه هاي برداشت نمك، معادن هبيابان

 9(، غذاهاي شور و ديگر مناطق پراكنده هستند نمك

توجه محققين را به خود جلب  جنبه هايي كه اخيراً). 22و

رتباط با مكانيسم  فيزيولوژي آداپته كرده است بيشتر در ا

، اكولوژي و ن ميكروارگانيسم ها به شوري بالاشدن اي

 باكتريهاي).  22(كاربردهاي بيوتكنولوژي آنها مي باشد 

مانند رشد  نمك دوست نسبي به علت داشتن خصوصياتي

 بعنوان، استفاده از تركيبات مختلف سريع، نياز غذايي كم

و  ي و كاهش خطر آلودگي در محيطتنها منبع كربن و انرژ

براي اهداف تجاري بسيار مهم  امكان دستكاري ژنتيكي

يكي از استفاده هاي تجاري اين ميكروارگانيسم ها . هستند

، ي هيدرولازي خارج سلولي مي باشدآنزيمهااستفاده از 

، بلكه تندنه تنها تحمل كننده نمك هس آنزيمهازيرا اين 

اگرچه اين ). 13(باشند  تحمل كننده حرارت نيز مي

ي خارج سلولي تحمل كننده نمك با آنزيمهاها باكتري

پتانسيل بالا را براي استفاده در فرآيند هاي صنعتي توليد 

شده  شناسايي آنزيمهامي كنند، تنها يك تعداد كمي از اين 

نمك  باكتريهاي، در اين مطالعه تنوع زيستي )23(اند

در درياچه نمك آران هاي مختلف بخشدوست جدا شده از 

  .شده است و بيدگل توصيف

  روشها مواد و

نظور جداسازي به م: نمونه گيري از نقاط مختلف درياچه

ي آنزيمهابا توانايي توليد سويه هاي نمك دوست 

، از نقاط مختلف درياچه نمك هيدروليتيك خارج سلولي

نقطه درياچه طبق علامت گذاري روي  5از (آران و بيدگل

هاي مسير منتهي به درياچه ، منطقه جزيره امقشه با نن

نمك كانسار و  سرگرداني، منطقه نمك پارسيان، منطقه

دو ماه آبان و ارديبهشت نمونه  در) كيلومتري 18منطقه 

وي ر نقاط نمونه برداري را بر 1 شكل. گيري انجام شد

نشان  نقاط نمونه برداري مشخصات 1و در جدول  نقشه

هاي ي سويه هاي جدا شده از محلفراوان. داده شده است

   .نشان داده شده است 2نمونه برداري در جدول 

 باكتريهايجداسازي : سويه هاي باكتريايي و شرايط رشد

بود كه بدان   يدار آگار يمغذ نمك دوست بر روي محيط

  .هاي زير افزوده شده استنمك

NaCl,81 g/l ; MgSO4.7H2O, 9.7 g/l ; MgCl2.6H2O, 

7.0 g/l ; CaCl2, 3.6 g/l ; KCl, 2.0 g/l ; NaHCO3, 0.06 

g/l ; NaBr, 0.026 g/l ; Distilled water, 1000 ml 

pH  مولار قبل از 1 محيط جداسازي با استفاده از پتاس

  ).  7(تنظيم گشت  4/7تا  2/7اتوكلاو كردن در 

نمك  باكتريهاينمك از كننده تحمل  باكتريهايبراي افتراق 

لق نيز از محيط كشت نوترينت آگار دوست نسبي و مط

سويه هاي رشد كننده . نمك استفاده شد بدونسنتتيك كه 

هالوتولرانت  بودند اما كلني  ◌ً بر روي اين محيط، احتمالا

هايي كه روي اين محيط بدون نمك نتوانند رشد كنند 

در مورد سويه هايي كه رشد بر روي . نمك دوست هستند

در باكتريها بهينه رشد محيط فاقد نمك مشاهده شد، 

چنانچه . تعيين گشت درصد  5،  5/2،  0حضور نمكهاي 
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  . در غير اين صورت نمك دوست مي باشد ،هالوتولرانترشد بهينه داشته باشد نمك درصد  3زير ي ياسويه 

 

 

 

  

   

                                

  

  

  

  

  

  

  

  نقاط نمونه برداري بر روي نقشه -1شكل

  

  صات نقاط نمونه برداري شدهمشخ -1جدول

 نوع نمونه pH  دما  مشخصات جغرافيايي  نقاط نمونه برداري

 h: 808 m  ابتداي درياچه

N: 34.31265 

E: 51.7667 

32 °C 7 خاك شور و لجن نمكي  

 h: 809 m  جزيره سرگرداني

N: 34.58166 

E: 51.76385 

34 °C 6.8  خاك شور، لجن نمكي ، نمك با درصد

  منيزيم بالا

 h: 805 m  منطقه نمك پارسيان

N: 34.50729 

E: 51.72439 

29 °C 7 نمك سياه، نمك سفيد، نمك سبزو قرمز  

 h: 804 m  منطقه نمك كانسار

N: 34.50106 

E: 51.76385 

30 °C 7 نمك سياه، نمك سفيد، نمك سبزو قرمز  

 h:799 m  كيلومتري 18منطقه 

N: 34.64378 

E: 51.83838 

30 °C 7  قرمز و سبزنمك نارنجي ،  

  

  

ي آنزيمهاغربال گري ميكروارگانيسم هاي توليد كننده 

روش پليت انجام ه در اين مرحله سنجش ب: هيدروليتيك

وي محيط ر هر يك از سويه هاي جدا شده را بر.د گردي

نمك كشت  درصد 10ويژه محتوي سوبستراي مورد نظر و

  . مشاهده كرد  هاه تا بتوان توليد آنزيم را در آنداد

براي بررسي توليد آنزيم : توليد خارج سلولي آميلاز

  :آميلاز از محيط با تركيب زير استفاده شد

������ �	
��	  


�	����� �����  

������� ��� �����  ������ ��� �����  

 �����18 ���� !��  
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Starch agar, 30 g/l ; NaCl (solar salt), 10 درصد   ; 

Distilled water, 1000ml ;pH, 7.2 

مدت ه ب سانتي گراد درجه 37بعد از انكوباسيون در دماي 

 KI  درصد I2, 0.6  درصد 0.3)(محلول  روز، پليت ها با 7

پوشيده شد، ظهور يك ناحيه شفاف اطراف كلني ها نشانه 

  ).5(هيدروليز نشاسته مي باشد 
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 ; درصد Skim milk, 10: توليد خارج سلولي پروتئاز

N.A , 28 g/l ;  NaCl (solar salt), 10 درصد ; Agar ,15 

g/l ; Distilled water, 1000ml ; pH 7.2 

سانتي  درجه 121در  Skim milkبه جز  تركيبات محيط 

از طريق   skim milkگشت و دقيقه اتوكلاو  15 گراد

   .صاف كردن استريل گشت

ايجاد هاله شفاف اطراف كلني ها نشانه توليد آنزيم مي  

  ) 20. (باشد

 .Peptone , 10 g/l ; CaCl2: توليد خارج سلولي ليپاز

H2O, 0.1 g/l ; Tween 80,  10 g/l ; NaCl (solar salt), 

  Distilled water, 1000ml;  pH,  7.2 ; درصد  10

به درجه سانتي گراد  115 بعد از تهيه محيط فوق در دماي

  .دقيقه اتوكلاو شد 20مدت 

 48بعد از  ايجاد رسوب سفيد رنگ اطراف كلني ها 

  )26  .(نشانه توليد آنزيم مي باشد ساعت

 محيط كشت توليد آنزيم: خارج سلولي نوكلئازتوليد 

DNase:  

DNA agar,  42 g/l ; toluidin blue,  0.008 g/l ; NaCl 

(solar salt), 10 درصد  ; Distilled water, 1000ml;  pH, 

7.2 

 HCL 1اضافه كردن  روز با 7بعد از انكوباسيون براي 

آنزيم  ايجاد هاله شفاف اطراف كلني ها نشانه توليد، نرمال 

 .)14  (مي باشد

 ,Inulin, 2 g/l ; (NH4)2SO4: توليد خارج سلولي اينوليناز

0.5 g/l ; MgSO4.7H2O, 0.2 g/l ; KH2PO4 , 3 g/l ; 

Agar, 20  درصد ; NaCl (solar salt), 10  درصد ;  ; 

Distilled water, 1000ml; pH 7.2 

حيط و بقيه تركيبات مق صاف كردن استريل ياز طر اينولين

  .درجه اتوكلاو شد 121در 

رشد در سطح پليت نشانه توليد آنزيم و استفاده از اينولين 

  )1. (تنها منبع كربن مي باشد عنوانه ب

محيط كشت توليد آنزيم : توليد خارج سلولي پكتيناز

  پكتيناز

Pectin, 1  درصد  ; (NH4)2SO4, 0.14  درصد  ;K2HPO4, 

درصد  0.2  ; MgSO4.7H2O, 0.02 ددرص   ; Nutrient 

solution, 0.1  درصد  ( FeSO4.7H2O, 5 mg/l ; 

MnSO4.H2O, 1.6 mg/L ; ZnSO4.7H2O, 1.4 mg/l ; 

CaCL2, 2 mg/l ) ;NaCl(solar salt), 10  درصد  ; Agar, 

درصد  2  ; Distilled water, 1000ml; pH 7. 2 

و بقيه محيط در دماي از طريق صاف كردن استريل پكتين 

  . دقيقه استريل شد 15مدت ه درجه ب 121

ايجاد هاله شفاف اطراف كلني ها  ،اضافه كردن لوگلبا 

  )  10. (نشانه توليد آنزيم مي باشد

محيط كشت : وكسي متيل سلولازبتوليد خارج سلولي كر

  توليد آنزيم كربوكسي متيل سلولاز

CMC, 5 g/l ; NaNO3, 1 g/l ; K2HPO4, 2 g/l ; KCl, 1 

g/l ; MgSO4, 0.5 g/l ; yeast extract, 0.5 g/l ; glucose, 

1 g/l ; NaCl(solar salt), 10  درصد  ; Agar, 17 g/l ; 

Distilled water, 1000ml;  pH 7.2 

و بقيه از طريق صاف كردن استريل  كربوكسي متيل سلولز

   .دقيقه استريل شد 15مدت ه درجه ب 121محيط در دماي 

بعد از نيم ساعت  صددر 1/0اضافه كردن معرف كنگورد 

مولار نمك و ايجاد هاله شفاف نشانه  1شستن با محلول 

  )18و  2( توليد آنزيم مي باشد

محيط كشت توليد آنزيم : توليد خارج سلولي پولولاناز

  :پولولاناز

Yeast extract, 1g/l ; pullulan, 5 g/l ; NaCl(solar salt), 

درصد  10  ; Distilled water, 1000ml;  pH 7.2 
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و بقيه محيط در دماي از طريق صاف كردن استريل  پولولان

  .دقيقه استريل شد 15مدت ه درجه ب 121

نشانه  ،، شفاف بودن مايعدرصد 97اضافه كردن اتانول  

زيرا حضور پولولان در محيط با اتانول  ،مثبت استجواب 

  .)15( رسوب سفيد مي دهددرصد  97

شت توليد آنزيم محيط ك: توليد خارج سلولي كيتيناز

  :كيتيناز 

TSB, 30 g/l ; chitin cloidal, 0.1  درصد  ; NaCl 10  

 agar 12 g/l ; Distilled water, 1000ml;  pH 7.2 ; درصد

جداگانه  دقيقه  5مدت ه درجه ب 105كيتين در دماي 

ه بسانتي گراد درجه  121اتوكلاو و بقيه محيط در دماي 

  . دقيقه استريل شد 15مدت 

يدي سوبسترايي است كه از پوست شاه ميگو يين كلوكيت

اين تركيب از آزمايشگاه ميكروبيولوژي  ،تهيه مي شود

  . صنعتي دانشگاه الزهراء تهيه شد

نزيم آايجاد هاله شفاف اطراف كلني ها  نشانه توليد 

  .)17( باشد  مي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

(1) (2)  (3)  

(4)  (5) (6) 

(7) (8) (9)  

(10) 
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ــوليتيكي-2شـــكل ــازي)3(، ليپـــوليتيكي) 2(تيكي، پروتئـــولي) 1(فعاليـــت آميلـ ،  )4(، نوكلئـ

  ) 10(و كيتينـازي  ) 9(، گزيلانـازي )8(، پولولانازي) 7(، سلولازي )6(، پكتينازي )5(اينولازي

  سويه ها در سطح پليت

  

  

  

  

  

  

  

  

  نتايج مربوط به بررسي شرايط فيزيولوژيك و بيوشيميايي در سويه هاي منتخب -3جدول 

  AMB1  AMB2 AMB3 AMB
4 

AMB5 AMB
6 

AMB
7 

AMB8 AMB9 

س/كرم  زرد  سفيد/كرم  زرد  زرد پرنگ  كرم  زرد  توليد رنگدانه
  فيد

  سفيد/كرم  سفيد/كرم

  +  +  +  +  +  +  +  +  +  واكنش گرم
  ميله اي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  آرايش ميكروسكوپي

/ مركزي  موقعيت اسپور
 بيضوي

/ مركزي
 بيضوي

مركزي 
،نزديك 
بيضو/انتها
 ي

/ مركزي
 بيضوي

/ مركزي
 بيضوي

/ مركزي
 بيضوي

/ مركزي
 بيضوي

 بيضوي/ مركزي  -

  +  +  +  +  +  +  +  +  +  حركت
  +  -  +  +  -  -  -  +  -  بي هوازي اختياري

  +  +  +  +  +  +  +  +  +  كاتالاز
  +  +  +  -  +  +  +  +  -  اكسيداز

محدوده رشد نمك  
  درصد

25-1  
  درصد

25-5 
  درصد

25-5  
  رصدد

25-5  
  درصد

25-5  
  درصد

20-0  
  درصد

25-5  
  درصد

25-1  
  درصد

  درصد  25-0

 5  درصد 10  درصد 5  درصد 5  بهينه رشد نمك  درصد
  درصد

10 
  درصد

5  
  درصد

5 
  درصد

  درصد 5  درصد  5

  0C 50-10  40-10  45-10  45-10  40-10  40-10  45-10  50-10  50-10محدوده دمايي 
-PH 11-6  11-5  11-6.5  11محدوده 

6.5  
11-6.5  11-6  11-6  11-5  11-5  

  -  -  -  -  -  -  -  -  -  هيدروليز ژلاتين
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  اوره

  -  -  -  -  -  -  -  -  -  سيمون سيترات
MRVP -  -  -  -  -  -  -  -  -  
  -  -  -  -  -  -  -  -  - H2Sتوليد 

  -  -  -  -  -  -  -  -  -  احياي نيترات
                    :توليد اسيد از 

  +  -  +  +  +  +  -  +  +  گلوكز
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  گالاكتوز
  +  +  -  +  +  +  +  -  +  فروكتوز
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  ساكارز
  +  +  +  +  -  +  +  +  -  مالتوز
  -  +  -  +  -  +  +  -  -  گزيلوز
  +  +  -  -  +  +  +  -  +  مانيتول
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  رامنوز

                    :مصرف منابع كربن 
  +  +  +  +  +  +w+  w  +  +  دكسترين
  +  +  +  +  +  +  +  +  +  زسلوبيو
  +  +  +  +  +  + +w  +  +  تره هالوز
  +  +  +  +  +w+ w+  w  +  +  آسكولين
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  +  +  +  +  +  +  +w  +  +  گليسيرين
  +  +  +  +  +w+  w  +  +  +  نشاسته
  +  +  +  +  +  +w+  w  +  +  گلوكز
  +  +  +  +  +  +w+  w  +  +  آدونيتول
  +  +  +w+  w+  +  +  w  +  +  ساليسين
  +  +  +  +  +w+ w+  w  +  +  مالتوز
  +  +  +  +  +w+  w+  w  +  +  سوربيتول-د

W: weak 

 

  

  

  

  

  

  )ادامه جدول ( نتايج مربوط به بررسي شرايط فيزيولوژيك و بيوشيميايي در سويه هاي منتخب  -3جدول 

  AMB1  AMB2 AMB3 AMB4 AMB5 AMB6 AMB7 AMB8 AMB9 

           مصرف اسيد آمينه

L-آسپاراژين  +  +  -  +  +  +  +  +  +  

L-آلانين  +  +  -  -  -  +  +  +  +  

L-هيستيدين  w+  -  w+  w+  -  w+  -  w+  -  

L-لوسين  + - + w+ w+ + + -  w+ 

L-آرژنين  +  +  +  +  +  +  +  +  +  

-Lمتيونين  +  w+  w+  -  -  +  w+  +  +  

-Lسيستئين  w+  -  -  -  w+  -  -  +  +  

-Lليزين  -  -  w+  -  -  -  w+  w+  +  

L- تيروزين  w+  -  -  -  -  w+  w+  w+  -  

                    حساسيت به آنتي بيوتيك

نيمه  30mcgسفالوتين   

  حساس

نيمه   مقاوم

  حساس

نيمه 

  حساس

  مقاوم  مقاوم  حساس  مقاوم  حساس

نيمه  30mcgكلرامفنيكل 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه   حساس

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه   حساس

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه  15mcgاريترومايسين  

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

مه ني  حساس

  حساس

نيمه 

  حساس

  مقاوم  مقاوم

نيمه   مقاوم  مقاوم  مقاوم مقاوم 30mcgتتراسايكلين  

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

  مقاوم  مقاوم

نيمه  5mcgنووبيوسين  

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه   حساس  حساس  حساس  مقاوم  مقاوم

  حساس

نيمه 

  حساس

 u pe 10پني سيلين 

discs 

  مقاوم  مقاوم  مقاوم  اوممق  حساس  مقاوم  مقاوم  مقاوم مقاوم

نيمه   مقاوم  مقاوم 5mcgريفامپيسين 

  حساس

نيمه 

  حساس

  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم  حساس

 04u per.باسيتراسين

discs 

نيمه   مقاوم

  حساس

  مقاوم  مقاوم  حساس  مقاوم  حساس  مقاوم  حساس

                    :توليد آنزيم 
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  +  +  +  +  +  +  +  +  +  آميلاز

  +  +  -  +  +  -  -  -  +  پروتئاز

  +  -  +  +  +  -  -  -  +  ليپاز

  +  +  +  +  +  +  +  +  +  نوكلئاز

  +  +  +  +  +  +  +  +  +  اينوليناز

  -  -  -  -  -  _  -  -  -  گزيلاناز

  -  -  -  +  -  -  -  -  -  پولولاناز

  -  -  +  -  -  -  -  -  +  كربوكسي متيل سلولاز

  -  +  +  -  +  _  +  +  +  پكتيبناز

  -  -  =  -  -  _  +  +  +  كيتيناز

  

  

  

  

  )ادامه جدول ( وط به بررسي شرايط فيزيولوژيك و بيوشيميايي در سويه هاي منتخب نتايج مرب -3جدول 
  AMB10  AMB11  AMB12  AMB13  AMC1  AMC2 AMG1 AMG2  AMG3  

  كرم  سفيد/كرم  سفيد/كرم  صورتي  نارنجي  زرد  سفيد/كرم  سفيد/كرم  سفيد/كرم  توليد رنگدانه
  -  -  -  +كوكوس   +كوكوس   +  +  +  +  واكنش گرم
  خميده  ميله كوتاه  كوكوباسيل  كوكسي  كوكسي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  ميله اي  كروسكوپيآرايش مي

 -  - - - - E/C E/C E/C E/C  موقعيت اسپور
  +  +  -  +  +  -  +  +  +  حركت

  -  -  +  +w+  +  -  -  w  +  بي هوازي اختياري
  +  +  +  +  +  +  +  +  +  كاتالاز
  +  +  +  +  +  +  +  +  +  اكسيداز

محدوده رشد نمك  
  ددرص

25-1  
  درصد

25-5 
  درصد

25-1  
  درصد

25-5  
  درصد

25-0  
  درصد

20-0  
  درصد

25-0  
  درصد

25-5  
  درصد

25-10  
  درصد

  درصد 15  درصد  5  درصد 5  درصد  5  درصد 5  درصد 15  درصد  5  درصد 5  درصد 5  بهينه رشد نمك  درصد
  0C 50-10  45-10  50-10  40-10  40-10  50-10  50-10  50-10  40-10محدوده دمايي 

  PH 11-5  11-5  11-5  11-6  11-6  11-5  11-6  11-6  10-5محدوده 
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  هيدروليز ژلاتين

  -  -  -  -  -  -  -  -  -  اوره
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  سيمون سيترات

MRVP -  -  -  -  -  -  -  -  -  
  -  -  -  -  -  -  -  -  - H2Sتوليد 

  -  -  -  -  -  -  +  +  -  احياي نيترات
                    :توليد اسيد از 

  -  -  -  -  -  +  +  +  -  گلوكز
  -  -  -  -  -  -  +  -  -  گالاكتوز
  -  -  -  +  -  +  +  +  -  فروكتوز
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  ساكارز
  -  -  -  -  -  -  +  +  -  مالتوز
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  گزيلوز
  -  -  -  -  +  +  +  -  -  مانيتول
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  رامنوز

                    :مصرف منابع كربن 
  -  +w+  -  -  w+  +  w  +  +  دكسترين
  -  +w+  w+  w+  +  w  +  +  +  سلوبيوز
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  -  +w+ w+  -  w+  +  w  +  +  تره هالوز
  -  -  +  +w+  +  w+ w+  w+  w  آسكولين
  +  +w+  -  w+  w+  +  w  +  +  گليسيرين
  -  +w+  w+  w+  +  w  +  +  +  نشاسته
  +  +w+  w+  w+  w+  +  w  +  +  گلوكز
  -  +w+  w+  w+  w+  +  w  +  +  آدونيتول
  -  +w+  w+  -  +  +  w  +  +  ساليسين
    -  +  -  -  - +w  +  +  مالتوز
  -  +w+  w+  w+  w+  +  w  +  +  سوربيتول-د

  

  

  

  

  

  

  )ادامه جدول ( نتايج مربوط به بررسي شرايط فيزيولوژيك و بيوشيميايي در سويه هاي منتخب  -3جدول 

  AMB10  AMB11  AMB12  AMB13 AMC1 AMC2  AMG1  AMG2 AMG3  

           مصرف اسيد آمينه

L-پاراژينآس  +  +  +  -  -  +  +  +  -  

L-آلانين  +  -  +  -  -  -  -  -  -  

L-هيستيدين  w+  w+  -  -  -  -  -  w+  w+  

L-لوسين  w+ +  + w+ - - w+  w+  - 

L-آرژنين  +  +  +  +  +  +  +  +  +  

-Lمتيونين  +  +  +  w+  -  +  +  w+  -  

-Lسيستئين  +  -  -  -  -  -  -  -  -  

-Lليزين  +  w+  w+  -  -  +  -  +  -  

L- تيروزين  w+  -  -  -  -  -  w+  -  -  

                    حساسيت به آنتي بيوتيك

نيمه   حساس  حساس  مقاوم 30mcgسفالوتين   

  حساس

  حساس  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم

نيمه  30mcgكلرامفنيكل 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

  حساس  حساس  مقاوم

نيمه   مقاوم 15mcgاريترومايسين  

  حساس

نيمه 

  سحسا

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه   مقاوم

  حساس

  حساس

نيمه   مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم مقاوم 30mcgتتراسايكلين  

  حساس

نيمه  5mcgنووبيوسين  

  حساس

نيمه   حساس

  حساس

نيمه 

  حساس

  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم

  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم  اوممق  مقاوم  مقاوم  حساس مقاوم   u 10پني سيلين 

نيمه   مقاوم  حساس  مقاوم 5mcgريفامپيسين 

  حساس

نيمه   حساس

  حساس

  حساس  مقاوم  مقاوم

نيمه   مقاوم  u 4/0باسيتراسين

  حساس

نيمه 

  حساس

نيمه 

  حساس

  مقاوم  مقاوم    مقاوم  مقاوم
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باسيل گرم مثبت

Amylase protease Lipase DNAase Inulinase Xylanase Cellulase Pectinase Pullulanase Chitinase

17.65

11.76

0

11.76

29.41

11.76

29.41

17.65

4.54

9.1

22.73

9.1

4.54

31.82

18.18

4.54

13.64

50

29.41

5.88

0

10
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گرم منفي

كوكوس گرم مثبت

Amylase Protease Lipase DNAase Inulinase Xylanase cellulase pectinase Pullulanase Chitinase

79.54

63.64
59.1

70

80

90

                    :توليد آنزيم 

  -  -  +  +  -  +  +  +  +  آميلاز

  -  -  -  -  -  +  +  -  +  پروتئاز

  +  +  -  -  -  -  +  +  -  ليپاز

  -  +  -  -  -  +  +  +  +  نوكلئاز

  -  -  -  +  -  +  +  +  +  اينوليناز

  -  -  -  -  -  _  -  +  -  گزيلاناز

  -  -  -  -  -  +w  +  -  +  پولولاناز

  -  -  +  +  +  -  -  -  -  كربوكسي متيل سلولاز

  -  -  +  -  +  _  +  +  +  پكتيبناز

  -  -  +  -  +  +  -  -  +  كيتيناز

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  گرم مثبت از نظر توليد آنزيم باسيلهايگرم منفي و  باكتريهاينمودار مقايسه درصد  -3 شكل
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15.48

72.8

11.71
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Gram Negative bacteria Gram Positive bacili Gram Positive cocci

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  گرم مثبت از نظر توليد آنزيم كوكوسهايگرم منفي و  باكتريهاينمودار مقايسه درصد  -4شكل

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  آنزيم مثبت از نظر توليد گرم كوكوسهايگرم مثبت و  باسيلهاينمودار مقايسه درصد  -5 شكل
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  نمودار مقايسه نمك دوست هاي نسبي از نظر توليد آنزيم-6 شكل

  

محيط كشت توليد آنزيم : توليد خارج سلولي گزيلاناز

  ) :گزيلاناز

Xylan, 1 درصد   ; yeast extract, 0.2  درصد  ; peptone, 

درصد  0.5  ; MgSO4 0.05  درصد  + CaCl2 0.015  درصد  

; NaCl, 10  درصد  ; Agar, 2  درصد  ; Distilled water, 

1000ml; pH 7.2 

و بقيه محيط در از طريق صاف كردن استريل  گزيلان 

  .دقيقه استريل شد 15مدت ه درجه ب 121دماي 

و شستن با  درصد 1/0اضافه كردن معرف كنگورد   

 شفاف نشانه توليد آنزيم محلول نمك مولار و ايجاد نواحي

  .)25و  24( مي باشد

، يكي، ليپوليتيكي، پروتئوليتفعاليت آميلوليتيكي 2 در شكل

نوكلئازي، اينولازي، پكتينوليتيكي، سلولازي، پولولانازي، 

كيتينازي و گزيلانازي سويه ها در سطح پليت نشان داده 

  . شده است

خصوصيات : خصوصيات مورفولوژيكي و بيوشيميايي

وي محيط نوترنيت آگار به اضافه مرفولوژيكي كلني ها بر ر

رنگ . سديم كلرايد بعد از دو روز مشاهده شد درصد 10

براي  شده،انجام ) Burke )12آميزي گرم بر اساس  روش 

نيز بررسي درصد  KOH  3حصول اطمينان با استفاده از 

شكل  ).4( واكنش گرم در سويه ها تكرار شد

كوپ نوري ميكروس 100ميكروسكوپي با استفاده ازعدسي 

هاي لام كت در باكتري از طريق روشحر شده،بررسي 

فعاليت  و) 4(و كشت در محيط نيمه جامد ) 12(مرطوب 

هيدروژن درصد  3كاتالاز به وسيله توليد حباب در محلول 

ليت اكسيدازي با فعا. پراكسيد مورد بررسي قرار گرفت

) شركت ايران دارو(هاي آماده اكسيداز استفاده از ديسك

درجه سانتي گراد  18با ذوب ژلاتين در دماي . شديين تع

. انجام شددر محيط نوترينت ژلاتين آگار هيدروليز ژلاتين 

 Carbohydrateبررسي مصرف منابع كربن در محيط 

Utilization Medium   و توليد اسيد از قند ها براساس

و همكاران   Ventosaروش و محيط توصيه شده به وسيله 

ميتل رد،  احياي نيترات ،.  نجام شدا )20( 1982

و  Kriegهاي توصيه شده وژزپرسكوئر براساس روش

Smibert 1994 )19 (هاي بالا تمام آزمايش. گرفت صورت

رشد . شدسديم كلرايد انجام درصد  10هاي با در محيط

و با استفاده از ) OD(باكتري از طريق تراكم نوري 

در طول موج  UV-220-02اسپكتروفتومتر شيمادزو مدل 

تحمل نمك سديم كلرايد در  ونانومتر اندازه گيري  620

درجه  35نمك در دماي درصد  25تا  0حضور تراكم 

سانتي گراد در محيط نوترين براث مورد سنجش قرار 

 11 تا 5براي رشد با تنظيم نهايي بين  pHمحدوده . گرفت

بافر  pH 7و6بافر سيترات ،  pH 5براي تنظيم و تعيين 
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 Bacillus coagulans 

 Bacillus megaterium

Bacillus cereus

Bacillus licheniformis 

 Bacillus subtilis

 Bacillus halodurans

AMB6

Bacillus haloalkaliphilus

  Filobacillus milensis 

AMB12

 AMB11 

  Thalassobacillus devorans

AMB3

 AMB5

AMB1

 Halobacillus truperi

 AMB8

 AMB2

AMB4

Halobacillus litoral

 AMB10

 AMB9

Halobacillus halophilus

 Virgibacillus salexigenes 

75

88 

85 

100 

93 

72 

75 

100

34 

79 

100 

62 

100 

97 

48 

74 

91 

59 

0.01 

 Idiomarina loihiensis

 AMG2 

Salicola marensis

 AMG3 

Halomonas merdiana DSM 5425 (AJ306891) 

 AMG1 

Halomonas aquamarina DSM 30161 (AJ306888)

100 

100 

100 

68 

بافر گليسين  pH 11و10و 9بافر تريس و  pH 8فات و فس

رشد در دماهاي مختلف در محيط نوترينت . استفاده شد

و سي ردرجه سانتي گراد بر 10- 50براث در دماهاي 

ها تيكي با تلقيح سوسپانسيون باكتريمقاومت آنتي بيو

)cfu/ml10
در پليت هاي مولر هينتون آگار داراي ) 1×6

هاي آنتي ديسك د و با بكارگيريسديم كلرايدرصد  10

روز گرما  2هاله هاي عدم رشد بعد از  وبيوتيكي انجام 

د گرديدرجه سانتي گراد اندازه گيري  37گذاري در دماي 

وجه به جدول كارخانه سازنده ديسكها مورد تفسير و با ت

هاي آنتي بيوتيكي كه براي آنتي بيوگرام ديسك. قرار گرفت

   .دتن طب تهيه گشتاستفاده شد از شركت پا

براي مشاهده اسپور باكتري از محيط اسپورلاسيون آگار 

با تركيب زير استفاده ) 3(، گرم سديم كلرايد 50حاوي 

  ). گرم در ليتر(شد 

Nutrient broth, 6.0; MnSO4, 4H2O, 0.03; KH2PO4, 

0.25; Agar, 12; Distilled water, 1000ml 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

، AMB1 ،AMB2( اي گرم مثبت جدا شده از درياچه نمك آران و بيدگل  هاي منتخب  ميله درخت فيلوژني نشان دهنده ارتباط سويه -7شكل 

AMB3 ،AMB4 ،AMB5 ،AMB6 ،AMB8 ،AMB9 ،AMB10 ،AMB11 ،AMB12 (وابسته  جنسهايها و  با ديگر انواع باسيلوس

  16S rRNAبراساس سكوانس 
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)   AMG3و  AMG1 ،AMG2(هاي منتخب گرم منفي  جدا شده از درياچه نمك آران و بيدگل  درخت فيلوژني نشان دهنده ارتباط سويه -8شكل 

  16S rRNAاي گرم منفي براساس سكوانس  ميله باكتريهايبا ديگر انواع  

  

براي بررسي استفاده منابع كربني قندي مختلف به وسيله 

و   Ventosaيشنهاد شده به وسيله باكتري از محيط پ

 W/V(با تركيب زير استفاده شد ) 20() 1982(همكاران 

  ) : درصد

NaCl, 5; KCl, 0.2; MgSO4.7H2O, 0.02; KNO3, 0.1; 

(NH4)2HPO4, 0.1; KH2PO4, 0.05; Filter-sterilised 

subsrrate, 0.1; Carbohydrate, 0.2; pH, 7.2 

از محيط با ) اسيد آمينه(روژن ررسي استفاده منبع نيتببراي 

  .)درصد W/V(تركيب زير استفاده شد

NaCl,10 ; KCl, 0.2 ; MgSO4.7H2O,0.02 ; KH2PO4, 

0.05 ; Amino acid, 0.1 ; pH 7.2 

محيط توليد اسيد از قند ها براساس محيط پيشنهادي 

Ventosa   (تنظيم شد  )20( )1982(و همكارانW/V 

  ): درصد

NaCl, 5; Pepton, 1 ; Yeast extract, 0.5; Phenol red, 

0.001; Carbohydrate, 1 

براي :  16S rRNA تواليو آناليز  DNAاستخراج 

ژنومي از بيومس آماده، از كيت مخصوص  DNAاستخراج 

  .استفاده شد) Bioneer(ژنومي  DNAاستخراج 

جدا شده با استفاده از پرايمرهاي  16S rRNA ژن  

  با توالي  universal primers (8fd(يونيورسال 

 5′-GGACAGTTTGATCA/CTGGC-3′ و   

 1492R 5′CACGGATCCTACGGGTACCTTGTTACGACTT- 3 
  .تكثير شد

دقيقه با دماي ذوب  5سيكل به مدت  35در  PCRواكنش 

 ثانيه ، دماي ذوب 45، به مدت درجه سانتي گراد 95 اوليه

جه در 55 دقيقه، دماي 1به مدت   درجه سانتي گراد 95

دقيقه، دماي سنتز  1.30به مدت  annealing سانتي گراد

دقيقه و دماي  10به مدت درجه سانتي گراد  72رشته ها 
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سپس  وانجام درجه سانتي گراد  72اضافي نهايي 

براي تعيين توالي به كشور كره فرستاده  PCRمحصولات 

  . شد

  نتايج

 در ابتدا: جداسازي سويه هاي باكتريايي از نقاط مختلف

، نمك و رسوبات ايزوله از خاك، آب ، لجن 140دود ح

 135از ميان آنها . درياچه نمك آران و بيدگل جدا شد

ايزوله  7نمك دوست اجباري،  و ينسب ايزوله نمك دوست

هاي فنوتيپي در براساس شباهت. ل كننده نمك بودندتحم

سويه  83ميان ايزوله هاي جداسازي شده ، در نهايت 

 44باسيل گرم منفي ،  24شامل  هكنمك دوست جدا 

  . كوكوس گرم مثبت بودند  17باسيل گرم مثبت و 

ي هيدروليتيك در سويه هاي آنزيمهاهاي بررسي فعاليت

سويه هايي جدا شده در مرحله بعد از : جدا سازي شده

كه  هدشي هيدروليتيكي بررسي آنزيمهانظر فعاليت 

 .داشتند هاباكترييتيكي تنوع زيادي در ميان هاي هيدرولفعاليت

 كلني 32كلني جدا شده روي محيط غربال گري،  83از 

 كلني 27توليد كننده پروتئاز ،  كلني 20، توليد كننده آميلاز

 كلني 40 ،توليد كننده  نوكلئاز كلني 40توليد كننده ليپاز ، 

 11توليد كننده گزيلاناز،  كلني 9نده اينوليناز، نتوليد ك

توليد  كلني 24كسي متيل سلولاز، توليد كننده كربو كلني

 كلني 20توليد كننده پولولاناز و  كلني 16كننده پكتيناز، 

بنابراين بالاترين آنزيم توليد شده توليد كننده كيتيناز بودند 

و پايين ترين آنزيم   DNaseو اكتري ها اينولينازبدر اين 

جدا شده قادر  باكتريهايعده اي از  توليد شده گزيلاناز بود

  . بودند آنزيمهابه توليد مخلوطي از اين 

جدا شده بر اساس توانايي توليد  باكتريهايمقايسه بين 

در مقايسه توانايي توليد آنزيم در  3بر اساس شكل : آنزيم

گرم مثبت توانايي توليد  باسيلهايگرم منفي و  باسيلهاي

گرم  باسيلهايگرم مثبت بيشتر از  باسيلهايدر  آنزيمها اكثر

 باسيلهايدر مورد آنزيم ليپازتوانايي توليد در  بود وليمنفي 

و توليد  مي باشدگرم مثبت  باسيلهايگرم منفي بيشتراز 

. در هر دو مشابه است آنزيم كربوكسي متيل سلولاز

 كوكوسهايدر  آنزيمهانيز توليد بيشتر اين  4براساس شكل 

نها توليد گرم منفي بوده وت باسيلهايشتر از يگرم مثبت ب

 كوكوسهايگرم منفي در مقايسه با  باسيلهايآنزيم ليپاز در 

فاحشي را نشان مي دهد، همچنين  گرم مثبت اختلاف

 باسيلهاي، اينوليناز و پكتيناز در DNaseي آنزيمهاتوليد 

در مقايسه  5براساس شكل  .گرم منفي بيشتر است

، توليد گرم مثبت كوكوسهايگرم مثبت و  باسيلهاي

و اينوليناز با توليد بسيار بالا در  DNaseي آميلاز، مهاآنزي

ي كربوكسي متيل آنزيمهاگرم مثبت و توليد  باسيلهاي

گرم مثبت نشان داده  كوكوسهايسلولاز و پولولاناز در 

بيانگر اين حقيقت است كه در كل   6شكل  . شده است

گرم مثبت بيشتر  باسيلهايي هيدرولازي در آنزيمهاتوليد 

  گرم مثبت مي باشد كوكوسهايگرم منفي و  هايسيلاز با

سويه باكتري  83از : انتخاب سويه هاي برتر باكتريايي

سويه براساس توانايي در توليد  20نمك دوست نسبي 

فراواني ميكروارگانيسم هاي  بيشتر و ي هيدروليتيكآنزيمها

باسيل گرم  11 سويه 20از اين و  هجدا شده ، انتخاب شد

باسيل  3باسيل گرم مثبت بدون اسپور ،  1ار ، مثبت اسپورد

 3در جدول. كوكوس گرم مثبت بودند 5گرم منفي و 

فيزيولوژيك و بيوشيميايي اين سويه هاي  ويژگيهاي

  .  منتخب نشان داده شده است

بر اساس ترادف : بررسيهاي فيلوژني سويه هاي منتخب

مطالعه شده متعلق به  يسويه ها  16S rRNAرفت 

، Halobacillus ينمك دوست نسب جنسهاي

Salinococcus ،Thalassobacillus  ،Bacillus، 

Nesterenkonia ،Marinococcus، Staphylococcus 

Salicola  , Idiomarina ,  ،Halomonas كه  هبود

 يبين گونه ها و سويه هادرصد  99-  94بين  يشباهتها

تفاوت  متعلق به اين جنسها  را نشان دادند كه نشان دهنده

شناخته شده در  يقابل ملاحظه در سطح گونه با گونه ها
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 يم يجديد يدر گونه ها اين جنسها هستند و احتمالاً

با توجه به يافته هاي  حاصل از بررسي . توانند قرار گيرند

كه مبتني بر تعيين توالي ژنتيكي  S rDNA 16ترادف رفت 

 بود، درختچه S rDNA 16نوكلئوتيد از ژن  750- 900

فيلوژني سويه هاي يافت شده با استفاده از روش 

neighbor joining    رسم و قرابت ژنتيكي سويه هاي بومي

يي شناسايي شده، مشخص با سويه هاي باكتريا

  )9و  8، 7تصاوير .(شد

سويه متعلق به جنس  36 ايزوله محيطي جدا شده 83از 

Halobacillus ،7  سويه متعلق به جنس

Thalassobacillus ،6  سويه متعلق به جنس

Salinicoccus ،1  سويه متعلق به جنسMarinococcus  ا ،

، ا سويه متعلق به Nesterenkoniaسويه متعلق به جنس 

سويه متعلق به جنس  Staphylococcus 10جنس 

Halomonas  ،11  سويه متعلق به جنسSalicola  ا سويه ،

. دندسويه نا مشخص بو 9و  Idiomarinaمتعلق به جنس 

ايزوله محيطي قادر به توليد  83شناسايي تاگزونومي 

نشان داده شده  4ي هيدروليتيك مختلف در جدول آنزيمها

  .است

  بحث

مانند آميلازها،   هيدروليتيك خارج سلولي يآنزيمها

گزيلانازها،  ها، پولولانازها، DNaseپروتئازها، ليپازها، 

ندها و صنايع سلولازها در فرآي و كيتينازها ،اينولينازها

مختلف مانند صنايع غذايي، افزودنيهاي خوراكي، صنايع 

. شيميايي و علوم پزشكي داراي كاربردهاي زيادي هستند

در شرايط سخت بهينه يي كه بتوانند داراي فعاليت آنزيمها

صنعتي از نظر دما و نمك باشند اهميت بسيار بالايي دارند 

يي آنزيمهاچنين  ناسب برايو نمك دوستها منبع احتمالي م

  .هستند

هاي نمك دوست خطر آلودگي در محيط  ميكرو ارگانيسم

 را كاهش داده، در غلظتهاي نمك بالا مي توانند رشد كنند،

نياز هاي غذايي شان ساده است،  سريع الرشد بوده،

عنوان منبع كربن ومنبع ه محدوده وسيعي از تركيبات را ب

دستكاري ژنتيكي شان انرژي استفاده مي كنند و در نهايت 

علاوه، ه ب. ها ساده تر است نسبت به ساير ميكرو ارگانيسم

كه  هدبوداراي پوششهاي محلول غني از نمك  آنزيمها

 محيطهايبراي حفظ فعاليت كاتاليتيكي شان در  ◌ً احتمالا

 با آب فعال پايين ضروري است چنين خصوصياتي مي

مختلف در نظر هاي  در زمينه آنزيمهاتواند در كاربرد اين 

  . گرفته شود

ي آنزيمهاهاي محيطي قادر به توليد  بيشتر ايزوله

گرم مثبت بخصوص  جنسهايهيدروليتيك، متعلق به 

گرم مثبت اسپور دار بودند كه چنين يافته اي نيز  باسيلهاي

علت بالا ه ب با شرايط اكستريمي كه در اين درياچه پر شور

يم حاكم است اكستر عنوان يك فاكتوره بودن نمك ب

  . قابل انتظار بنظر مي رسدً◌ كاملا

 باسيلهاي گرم مثبت و باسيلهايدر مقايسه درصدي بين 

ي آنزيمهاگرم مثبت در توليد تمام  باسيلهايگرم منفي، 

بجز  هگرم منفي غالب بود باسيلهايهيدروليتيك مذكور بر 

گرم  باسيلهايدر توليد آنزيم ليپاز كه در مورد اين آنزيم، 

ي نسبت به كمتر بودن تعدادشان توليد كنندگان بهتري منف

 گرم مثبت و باسيلهايدر مقايسه درصدي بين . بودند

گرم مثبت در توليد هفت آنزيم آميلاز، پروتئاز،  كوكوسهاي

گرم  باسيلهايپكتيناز و كيتيناز  ، اينوليناز،DNaseليپاز، 

ي آنزيمهاكه در توليد  مثبت غالب بودند، در حالي

گرم مثبت نسبت  كوكوسهايناز، سلولاز و پولولاناز گزيلا

بودند، و در  يكنندگان بهتر به كمتر بودن تعدادشان توليد

 يگرم مثبت و كوكوس ها باسيلهايدر  رابطه با آنزيم ليپاز

گرم مثبت توليد كننده اين آنزيم  باسيلهايگرم مثبت، تنها 

گرم  باسيلهايدر نهايت در مقايسه درصدي بين . بودند

گرم مثبت در توليد آنزيم ليپاز،  كوكوسهايمنفي و 

DNase،  گرم منفي غالب بوده  باسيلهاياينوليناز و پكتيناز

گزيلاناز،  ،ي آميلاز، پروتئازآنزيمهاكه در توليد  در حالي
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 Nesterenkonia halobia (Y13857)

 
Nesterenkonia aethiopica (AY574575)

AMC8 

 Staphylococcus xylosus (EF456699) 

  
 AMC17 

 Marinococcus halophilus (X90835)

 
 AMC3 

 Halobacillus halophilus (X62174)

 
 Marinococcus albus (X90834)

 
 Tetragenococcus muriaticus

 Macrococcus lamae (AY119687)

 
Salinicoccus roseus (X94559)

 AMC2 

Salinicoccus luteus (DQ352839)

 
 Salinicoccus iranensis 

 
 Salinicoccus hispanicus (AY028927)

 
 AMC1 

salinicoccus salsiraiae (Q333949) 

  
 salinicoccus siamensis (AB258358)

 
salinicoccus jeotgali (DQ471329)

 
salinicoccus alkaliphilus (AF275710)

 
salinicoccus kunmingensis (DQ837380)

 
 Jeotgalicoccus psychrophilus 

 
Jeotgalicoccus  halotolerans (AY028925) 

 

100 

100 

94 

42 

100 

100 

99 

22 

16 

95 

100 

62 

67 

100 

45 

72 
81 

100 

96 

82 

72 

0.02 

گرم مثبت نسبت به  كوكوسهايسلولاز، پولولاناز و كيتيناز 

در مورد  .بودند يكنندگان بهتر تعداد كمترشان توليد

تعداد زيادي از  يطور كله ب DNaseي اينوليناز وآنزيمها

نمك دوست نسبي جدا شده توليدكنندگان قوي  يها سويه

  .اين دو آنزيم بودند

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

،  AMC1 ،AMC2(و بيدگل هاي منتخب كوكسي گرم مثبت جدا شده از درياچه نمك آران  درخت فيلوژني نشان دهنده ارتباط سويه -9شكل 

AMC3 ،AMC8  وAMC17   (16هاي گرم مثبت براساس سكوانس  با ديگر كوكوسS rRNA  

  

مطالعات مشابه با تحقيق انجام شده در خارج از كشور، 

sanchez-porro كه  )16( 2003ل و همكاران در سا

 DNaseآنزيم هيدروليتيك آميلاز، پروتئاز، ليپاز،  5فراواني 

نمك دوست نسبي در  باكتريهاياز را در و پولولان
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-Floresهاي شور در اسپانيا نشان داده است،  حوضچه

Fernandez  تنوع ژنتيكي  )6( 2007و همكاران در سال

آنزيم  3باكتري نمك دوست نسبي توليد كننده  18

هيدروليتيك آميلاز، پروتئاز و ليپاز را از شورابه نمكي 

Pilluana ت  و در پرو نشان داده اسMoreno  و همكاران

اجباري  دوستهايتنوع زيستي نمك ) 11( 2007 در سال 

آنزيم هيدروليتيك آميلاز، پروتئاز، ليپاز و  4توليد كننده 

DNase را در زيستگاههاي شور در اسپانيا نشان داده است .

ين دويژگي اين تحقيق در مقايسه با كارهاي انجام شده ب

آنزيم  10حقيق فراواني اين ت در صورت است كه اولاً

،  DNaseآميلاز، پروتئاز، ليپاز، (هيدروليتيك خارج سلولي 

اينوليناز، گزيلاناز، پولولاناز، پكتيناز، كربوكسي متيل 

نمك دوست نسبي در  باكتريهايدر ) سلولاز و كيتيناز

موفق به  ثانياً هدرياچه نمك آران و بيدگل نشان داده شد

هاي قابل توجه  توليد كننده كه ههايي شد جداسازي سويه

از  آنزيمهاي اينوليناز، پكتيناز و كيتينار بودند، اين آنزيمها

اند،  يي هستند كه براي اولين بار گزارش شدهآنزيمهاجمله 

مطالعات اكولوژيكي در محيط شور درياچه نمك آران  ثالثاً

اي از  و بيدگل منجر به جداسازي و شناسايي تعداد گسترده

نمك دوست نسبي با توانايي توليد مخلوطي از  باكتريهاي

هاي ارزشمندي براي  ها، سويه شد و اين سويه آنزيمهااين 

  .شوند اهداف بيوتكنولوژيكي محسوب مي

كه هيچ  )16( 2003و همكاران  Sanchez-Porroبرخلاف 

باكتري نمك دوست تجزيه كننده گزيلان را جدا نكردند و 

اليت گزنوليتيكي روي محيط بخاطر عدم تعيين فع احتمالاً

جامد غربالگري با توجه به پايين بودن فعاليت گزنوليتيكي 

اين تحقيق براي ايجاد ناحيه شفاف در سطح پليت است، 

 كه دهاي توليد كننده گزيلانازي را جدا كن سويه هتوانست

 باسيلهايهاي توليد كننده اين آنزيم متعلق به  بيشتر سويه

و  Halobacillusيل دهنده اسپور اي گرم مثبت تشك ميله

Thalassobacillus هاي  بوده وليكن كم بودن تعداد سويه

بعلت كم بودن اين پليمر در  گزيلانازي جدا شده احتمالاً

هاي توليد  و بنابراين سويه مي باشدزيستگاههاي شور 

تاكنون . كننده اين آنزيم نرمال اين زيستگاهها نيستند

و آركيهاي نمك دوست  كتريهابااطلاعات كمي در مورد 

پر شور وجود دارد و  محيطهايتجزيه كننده اين پليمر در 

گزنوليتيك  دوستهايتنها يك تعداد كمي از نمك 

هاي  از جمله سويه). 24(اند  جداسازي و توصيف شده

 Halocellaنمك دوست سلوليتيك جدا شده شامل 

cellulolytica sp. nov.   )19 (مك باكتري گرم منفي ن

هوازي  اي غير تشكيل دهنده اسپور و بي دوست نسبي، ميله

و باكتري  Sivashجدا شده از مرداب شور درياچه 

متعلق به كلاستر  Z-7026هوازي سويه  هالوآلكاليفيليك بي

3 Clostredia  با درصدG+C  جدا شده از ) 27(پايين

برخلاف اين . جامعه ميكربي رسوبات درياچه سودا است

جدا شده در هاي سلوليتيك  جدا شده بيشتر سويههاي  سويه

  .هوازي اختياري بودند گرم مثبت هوازي، بي اين تحقيق

و اينوليناز نسبت  DNaseهاي توليد كننده  جداسازي سويه

ي هيدروليتيك بررسي شده از بيشترين آنزيمهابه ساير 

تمامي گروههاي باكتريايي جدا . فراواني برخوردار بودند

 هداشترا  DNaseتوانايي توليد آنزيم  تحقيقاين ي  شده

متعلق به  DNaseي  هاي توليد كننده وليكن بيشترين سويه

در حالي كه در تحقيق  هبود Halobacillusجنس 

Sanchez-Porro 2003 )16(  توليد آنزيمDNase  در

هاي  هاي گرم مثبت مشاهده نشد و بيشتر سويه كوكوس

-Bacillusس متعلق به جن DNaseتوليد كننده 

Salibacillus توليد آنزيم اينوليناز از جمله . بودند

يي بود كه براي اولين بار در نمك دوستها گزارش آنزيمها

هاي جدا شده توانايي توليد اين آنزيم را  شد و  بيشتر سويه 

هاي توليد كننده اين آنزيم متعلق به  بيشتر سويه. داشتند

Halobacillus  وThalassobacillus هتوانست و مي هبود 

تنها منبع كربن رشد كرده كه با توجه  بعنوانروي اينولين 

در استفاده از تركيبات مختلف  باكتريهابه توانايي بالاي اين 

  . مي باشددر شرايط سخت قابل توجيه 
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يي بود كه توليد آن در ميان آنزيمهاآنزيم ليپاز از جمله 

گرم مثبت از  ايباكتريههاي گرم منفي در مقايسه با  سويه

اي با نتايج  چنين يافته ه استفراواني بيشتري برخوردار بود

Sanchez-Porro مطابقت داشت و ) 16( 2003و همكاران

با توانايي توليد  اين تحقيقهاي گرم منفي  ليكن بيشتر سويه

، نمك دوست اجباري  Salicolaآنزيم ليپاز متعلق به جنس 

بار توسط  يناول. بود متعلق به گروه گاماپروتوباكتريا

Moreno  2007و همكاران Salicola sp. strain IC10 

ويژگيهاي . يك توليد كننده ليپاز شناخته شد بعنوان )11(

مطابقت  در اين تحقيقاين باكتري با سويه جدا شده 

  . داشت

در مقايسه كلي در بين باكتريهاي نمك دوست نسبي 

توليد آنزيم،   يو فراوان يبترتيب از نظر تنوع آنزيم

گرم منفي و كوكوسهاي گرم  باسيلهايگرم مثبت،  باسيلهاي

 .  مثبت قرار دارند 

ي آنزيمهاهاي محيطي گرم مثبت توليد كننده  بيشتر ايزوله

متعلق به جنس ) 16(مطابق نتايج هيدروليتيك

Halobacillus ه مشابهي بيج اكه در اين تحقيق نت هبود

گرم منفي جدا شده متعلق  هاي و بيشتر ايزوله. آمددست 

علاوه بر اين، . بودند Salicolaو   Halomonas جنسهايبه 

در اين غربالگري ما موفق به جداسازي باكتريهايي از جنس 

Thalassobacilus  وIdiomarina ،Marinococcus ، 

Nesterenkonia وStaphylococcus كه در بررسيهاي  هشد

 )16( 2003سال در   Sanchez-Porroانجام شده توسط

شور مختلف در جنوب اسپانيا انجام  محيطهايكه بر روي 

اي جداسازي  هيچ سويه ذكر شده جنسهايگرفت ازاين 

هايي ازجنس  همچنين آنها در مطالعات خود سويه .نشد

Salinivibrio در اين تحقيق كه  جداسازي كردند در حالي

 كه دليل اصلي شداي جداسازي ن از اين جنس هيچ سويه

به بالاتر بودن غلظت نمكها در درياچه  درا مي توانآن 

 10-نمك آران و بيدگل نسبت داد چرا كه اين باكتري در

و حداكثر غلظتي  هدبهينه بوداراي رشد  NaCl درصد 5/2

است، در   NaCl درصد 17كه در آن قادر به رشد باشد تا 

كه غلظت نمكها در درياچه نمك آران و بيدگل  حالي

-Sanchez .رسد نمك هم مي درصد 30الاتر و تا بسيار ب

Porro هايي از جنس  در غربالگريشان سويه

chromohalobacter  از اين اين تحقيق جدا نمودند كه در

هاي  تعداد كمي از سويهولي نداشت وجود اي  جنس ايزوله

ي هيدروليتيك به جنس آنزيمهاگرم مثبت توليد كننده 

Thalassobacilus  هاي گرم منفي توليد  از سويهوتعدادكمي

تعلق  Idiomarinaي هيدروليتيك به جنس آنزيمهاكننده 

ها بر اساس تطابقهاي انجام شده  مابقي سويه. داشتند

هايي كه علاوه بر شناسايي  هاي مورد نظر با سويه سويه

مورد  16S rRNA صفات فنوتيپي از نظر فيلوژني وترادف 

ند متعلق به هيچ يك از شناسايي دقيق تر قرار گرفته بود

بطور كلي در بين گرم مثبتها . مذكور نبودند جنسهاي

ن گرم ايم در و هغالب بود Halobacillusباكتريهاي جنس 

غالب  Salicolaو  Halomonas منفيها باكتريهاي جنس 

ي  آنزيمهاهاي  توليد كننده بعنوانباسيلوس  جنسهاي .بودند

و بيشتر فرآيند هاي  هيدروليتيك خارج سلولي شناخته شده

هاي متعلق به اين جنس براي توليد صنعتي  صنعتي از گونه

  . كنند  استفاده مي آنزيمها

، اينوليناز، DNaseي آميلاز، پروتئاز، ليپاز، آنزيمهاتوليد 

گزيلاناز، كربوكسي متيل سلولاز، پكتيناز، پولولاناز و 

 گرم مثبت، كوكوسهاي باسيلهايكيتيناز در هر سه گروه 

تنها توليد . گرم منفي مشاهده شد  هايليگرم مثبت و باس

  .  هاي گرم مثبت ديده نشد آنزيم ليپاز در كوكوس

ايزوله محيطي قادر به توليد  83در شناسايي تاگزونومي 

ي هيدروليتيك مختلف جدا شده از درياچه نمك آنزيمها

آران و بيدگل مشخص شد كه بيشتر توليد كنندگان 

، اينوليناز متعلق به DNaseز، پروتئاز، ي آميلاآنزيمها

و بيشتر  Thalassobacillusو  Halobacillus جنسهاي

ي پكتيناز، كيتيناز متعلق به جنس آنزيمهاتوليد كنندگان 

Halobacillus  ي گزيلاناز، آنزيمهاو بيشتر توليد كنندگان
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 و بيشتر توليد Thalassobacillusپولولاناز متعلق به جنس 

و بيشتر توليد  Salicolaپاز متعلق به جنس كنندگان لي

كنندگان كربوكسي متيل سلولاز متعلق به جنس 

Salinicoccus و بنابراين اين نشانه اهميت  مي باشد

Halobacillus  وThalassobacillus  از نظر توانمندي توليد

  .     ي هيدروليتيك با ارزش صنعتي مي باشدآنزيمها

ي آنزيمهاوليد تركيبي از ها قادر به ت برخي از سويه

سويه  3آنزيم،  8سويه توانايي توليد 1هيدروليتيك شامل 

آنزيم،  5سويه  5آنزيم،  6سويه  7آنزيم،  7توانايي توليد 

آنزيم   2سويه 14آنزيم، 3سويه  12آنزيم،  4سويه 9

در سال  Sanchez-Porroاين در حالي است كه . شدند

يدروليتيك شناسايي فعاليت ه 5سويه با  4تنها ) 2003(

اي بدون  ها سويهنين برخلاف كار آنهمچ. كرده است

  . نداشتوجود فعاليت آنزيمي 

هايي با چندين فعاليت هيدروليتيك سويه هاي  سويه

 .شوند ارزشمندي براي اهداف بيوتكنولوژيكي محسوب مي

 Halomonas جنسهايبه طور كلي در مقايسه بين 

 آنزيمهاي توليد تركيبي از تواناي ،Halobacillus جنسهايو

. بيشتر ديده مي شد Halobacillusمتعلق به  جنسهايدر 

در درياچه نمك آران و  در اين تحقيقمطالعات اكولوژيكي 

اي از  بيدگل منجر به جداسازي وشناسايي تعداد گسترده

تنوع باكتريهاي نمك دوست نسبي شد كه اين 

ي چون گزيلان هاي ميكروارگانيسمها براي هيدروليز پليمر

،پولولان، پكتين و كربوكسي متيل سلولز  داراي توانايي 

  .  بالقوه مي باشند

هايي كه توانايي تجزيه  كشف وشناسايي چنين سويه 

 يهاي زيستي را دارند يك افق تازه را  در بيوتكنولوژ پليمر
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Abstract 

Aran-Bidgol salt lake is one of the lakes in central desert zone of Iran and is largest 

playa in Iran. This lake has shape as like a triangle that top it is towards north. Base 

length this triangle is 35 Km and high it is 38 Km. Screening bacteria from different 

points Aran-Bidgol salt lake, led to the isolation of 61 Gram-positive halophilic bacteria  

and 22 Gram-negative bacteria able to produce different hydrolytic enzymes. These 

strains are able to grow optimally in media with 5-15 % salts, 35-37ºC temperature and 

pH 7.2.  Strains No. 32, 20, 27, 40, 40, 9, 11, 24, 16 and 20 were produced amylase, 

protease, lipase, DNase, inulinase, xylanase, carboxy methyl cellulase, pectinase, 

pullulanase and chitinase. It is interesting that combined hydrolytic activities have been 

detected in some strains. DNase, inulinase were the most enzymes produced in Gram-

positive bacilli and Gram- negative bacteria, lipase and Gram-positive cocci, 

pullulanase, carboxy methyl cellulase. Among these isolates, several strains with the 

ability to produce different valuable enzymes were selected, including AMB1(8 

enzymes); AMB7, AMB10, AMB12(7 enzymes); AMB5, AMB6, AMB11, AMB13(6 

enzymes); AMB2, AMB3, AMB8, AMB9(5 enzymes); AMB4, AMG1(4 enzymes); 

AMC1, AMC2(3 enzymes); AMC3, AMC8, AMC17, AMG2 (2 enzymes); AMG3(1 

enzymes).  Selected strains, after more accurate physiological and biochemical studies 

were identified regarding phylogeny and molecular characteristics using 16S rRNA 

technique. Sequencing 16S rRNA was performed to complete the identification process, 

which Gram-positive bacteria were belong to Halobacillus, Thalassobacillus, Bacillus, 

Salinicoccus and Gram-negative bacteria were belong to Idiomarina, Salicola and 

Halomonas.   

 Keywords: Extremophiles, halophile, hydrolytic enzymes, screening  

 

 


