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هيدرولازخارج سلولي و  آنزيمهايدوست نسبي توليد كننده  نمك باكتريهايجداسازي 
  نزيميم كلرايد بر توليد آدو بررسي اثر غلظت نمك سكننده نمك  تحمل

  ناصر گلبانگ و روحا كسري كرمانشاهي، *مريم زنجيربند
  ژيبخش ميكروبيولو ،شناسي گروه زيست ،دانشكده علوم، دانشگاه اصفهان اصفهان،

  17/11/87: تاريخ پذيرش   31/5/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

نسبتاً وسيعي از نمك سديم كلرايد  دامنهدهند و قادر به رشد در  را تشكيل مي ميكروارگانيسمهادوست نسبي گروه هتروژني از   نمك باكتريهاي
غشايي و  پروتئينهايست، بنابراين آنهاي ، كمتر از محيط خارج سلولدوستها نمكغلظت نمك داخل سلولي اين گروه از . هستند

دوست نسبي  نمك باكتريهايبراي جداسازي . دهند كننده نمك از خود نشان مي تحمل/ دوست ، صفات نمكآنهاخارج سلولي 
سازي شد و  غني دوستها نمكها در محيط كشت اختصاصي  نمونه .سازي انجام شد و كارخانه چرم خليج فارسگيري از آب  نمونه
 خليج فارسسويه از آب  16باكتري از كارخانه و  62در اين پژوهش . سازي شدند ليت خالصپبه روش استريك  تريهاباك

سويه از  42( بودند،) NaCl(بالاتري از نمك  دامنهغربالگري باكتريهايي كه قادر به تحمل   در اولين مرحله. جداسازي شد
غربالگري براي بررسي حضور   سپس دومين مرحله داسازي شدند وج) سويه از آب خليج فارس 9سازي و  كارخانه چرم

سويه جداسازي  9از  و )درصد 4/52( سويه 22 ،سازي چرم كارخانهسويه جداسازي شده از  42از  .مختلف انجام شد آنزيمهاي
دوست  نمك باكتريهاي نتايج نشان داد. متفاوت بودند آنزيمهايقادر به توليد  )درصد 9/88( سويه 8 ،خليج فارسشده از آب 

عاملي  آنزيم توليددر ) NaCl(غلظت نمك  تغييرمختلف داشتند و  آنزيمهايجداسازي شده پتانسيل نسبتاً بالايي در توليد 
  .تأثيرگذار بود

  نمك نسبي، غربالگري،    دوست نمك باكتريهاي ، آنزيم: كليدي واژه هاي
   mzanjirband@yahoo.com: الكترونيك ، پست0311- 6242362: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
مختلف نمك  ي غلظتها در ميكروارگانيسمهاتوانايي رشد 

  يي كه بهينهميكروارگانيسمها. سديم كلرايد متفاوت است
تر از نمك  پايين ي غلظتهادر محيط فاقد نمك يا  آنهارشد 

را نيز تحمل نسبتاً بالاي نمك  تراكمهايدريا باشد ولي 
  ).8و  1( شوند نمك ناميده مي ةد، تحمل كنندكنن مي

دوست قادر به رشد در محيط فاقد  ي نمكميكروارگانيسمها
توانند رشد  ي شوري متفاوتي مي باشند ،در محدوده نمك نمي

با ميزان شوري  در محيطهاييآنها كنند و داراي بهينه رشد 
شور وجود  محيطهايدو نوع اصلي از  .ندمي باشنسبتاً بالا 

دوست  نمك باكتريهاي. يكي خاك و ديگري آب ،اردد

 شوند غير معمول نيز يافت مي محيطهاينسبي در بعضي 
سازي به دليل استفاده از نمك در مراحل  كارخانه چرم .)8(

 باكتريهاييند توليد، زيستگاه مناسبي براي رشد آمختلف فر
گيري از آب  در اين مطالعه نمونه .باشد دوست مي نمك

 سازي انجام چرم كارخانهرس و بخشهاي مختلف خليج فا
جداسازي شده از نظر  باكتريهايشد تا تفاوت 

توليد آنزيم و مقاومت ، تحمل نمك دامنهدوستي،  نمك
  .مورد بررسي و مقايسه قرار گيرد بيوتيكي  آنتي

يندهاي صنعتي تحت شرايط فيزيكي و آاز فر بسياري
كه  آنزيمهايييل به اين دل. شود شيميايي ويژه انجام مي
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مختلف نمك را دارند  غلظتهايي فعاليت در گرما و  بهينه
مهمترين منبع  دوستها نمك. بسيار مهم و با ارزش هستند

در نتيجه جداسازي . ندمي باش آنزيمهاييچنين 
خارج  آنزيمهايي نسبي كه قادر به توليد دوستها نمك

و مختلف نمك  تراكمهايسلولي هستند امكان فعاليت در 
در اروپا،  ).14 و 10( سازد را فراهم مي ها توليد اكسترموزيم
ي  تيم تشكيل شده است كه به وسيله 39كنسرسيومي از 

Biotech-program در حال  وشود  اروپايي تأمين بودجه مي
ها با پتانسيل  جداسازي و انتخاب اكسترموفيل تحقيق براي

ها،  از بين اكسترموفيل. باشد كاربردهاي صنعتي مي
ي نسبي خصوصيات قابل توجه بيشتري نسبت دوستها نمك

دهند كه بر اهميت تحقيق در  به سايرين از خود نشان مي
  ).11و  6(افزايد  مي آنهامورد 

كاربردي در  آنزيمهايمهمترين  ازآميلاز  -αپروتئاز و 
كشت ميكروبي از  محيطهايآلودگي .هستندصنايع مختلف 

ويژه صنعت غذا  ولوژي بهبزرگترين مشكلات در بيوتكن
تحمل كننده نمك براي رفع  آنزيمهاياستفاده از .باشد مي

در ايران  ).12 و 10 ،5( مشكل مذكور پيشنهاد شده است
 باكتريهايآميلاز از - αتحقيقاتي در مورد توليد نيز 
با توجه به اهميت و  ).1(دوست انجام شده است  نمك

در  آنهاو حضور  ها در بيوتكنولوژي كاربرد اكسترموزيم
مذكور  باكتريهايدوست، در اين پژوهش  نمك باكتريهاي

و از نظر توليد برخي هيدرولازها در  هجداسازي شد
مختلف نمك سديم كلرايد مورد بررسي و تحقيق  غلظتهاي

  .قرار گرفت

  
  )باشد  مي درصد NaCl 10ظت نمك غل(در اثر فعاليت آنزيم نوكلئاز ) با معرف سبز متيل( DNaseكشت  تغيير رنگ محيط -1شكل 

  مواد و روشها 
براي  :و شرايط رشد ، جداسازيهاي باكتريايي سويه-1

گيري از آب  نسبي نمونه دوست نمك باكتريهايجداسازي 
سازي انجام  چرم كارخانههاي مختلف  و بخش خليج فارس

هاي  ي لوله گيري از پساب كارخانه به وسيله نمونه. شد
ي  گيري از پوست و روده نمونهو ار استريل د آزمايش درپيچ

. انجام شد ي سواپ استريل زده گوسفند به وسيله نمك
گيري از آب خليج فارس ، مقداري از آب به  براي نمونه

ها به  ارلن استريل منتقل گرديد و در اسرع وقت، نمونه
هاي آزمايش   ها به لوله نمونه ).13(آزمايشگاه انتقال يافت

 باكتريهايو اختصاصي براي ني كننده حاوي محيط غ
  برات داراي غلظت ت ينواجد محيط نوتردوست  نمك

تركيب محلول نمكي . سازي شد غني g/l (71( نمكي كل
،  NaCl  ،7، MgCl2 ،51) گرم در ليتر: ( از  عبارت است

6/9 MgSO4 ;  ،36/0 CaCl2 ; ،2;  KCl  ،06/0 ، 
NaHCO3 ، 026/0 ، NaBr   . انكوباتور ا در ه نمونه

گراد به  درجه سانتي 28دماي و  rpm 130شيكردار با دور 
در مرحله . )11و  1(شد قرار دادهساعت  48تا  24مدت 

، يك لوپ از هر نمونه باكتريهاسازي  بعد به منظور خالص
 دوستها نمكو اختصاصي سازي كننده  به محيط خالص

ذكور ت آگار به همراه غلظت نمكي مينمحيط نوترواجد 
پليت كشت داده ) Streak(به روش استريك و  انتقال يافت

 5/7يك مولار روي  KOHمحيط با استفاده از  pH .شد
هاي خالص سازي شده براي   نمونه). 11و  1(تنظيم شد 

به  مختلف نمك غلظتهايدر  بررسي قدرت سازگاري
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   نمكسازي كننده و اختصاصي  محيط كشت خالص
،  NaCl )10  ،15مختلف نمك  يغلظتهاحاوي  ها  دوست

 وسپس )18(انتقال داده شد ) درصد 32 و 30 ،25 ،20
را تحمل  NaClنسبتاً وسيعي از نمك  دامنهي كه باكتريهاي

-β ،آميلاز-α آنزيمهايبراي بررسي حضور  كردند، مي
  . ، پروتئاز، نوكلئاز و ليپاز انتخاب شدندلاكتاماز

براي شناسايي :  جداسازي شده باكتريهايشناسايي  -2
، )رنگ كلني(از خصوصيات ماكروسكوپي  باكتريها

ييد آن با أو ت مورفولوژي و واكنش گرم(ميكروسكوپي 
تستهاي اكسيداز و  ،، بررسي واكنش كاتالاز)KOHتست 

كربن، احياي  تهايبررسي تخمير هيدرا(بيوشيميايي 
 ).16و  2( استفاده شد) نيترات، ژلاتين هيدرولاز و حركت

كه قادر به رشد در دامنه وسيعي منفي  اي گرم ميله كتريهايبا
علاوه بر مطالعات فنوتيپي و بودند،  NaClنمك   از غلظت

) پرايمرهاي اكتوئين(بيوتيپي توسط يك جفت پرايمر 
متعلق به جنس هالوموناس  باكتريهاياختصاصي براي 

)Halomonas ( مورد شناسايي قرار گرفتند)طول ). 20
  .جفت باز بود 277ر شونده توسط اين پرايمرها قطعه تكثي

  :باشد توالي پرايمرها به شرح زير مي
Forward ectoine primer: 5'- 
GGTAAYTGGGAYAGYACRC-3' 
Reverse ectoine primer: 5'- 
GBGGHGTRAAKACRCADCC-3' 
y=C or T (pyrimidine) H=A, C or T K=G or T(keto) 
R=A or G (purine)    B= C, G or T    D=A, G or T 

براي بررسي حضور :  DNaseبررسي حضور آنزيم  -3
 (w/v) درصد 10همراه با  DNaseآنزيم نوكلئاز، از محيط 

براي . نمك سديم كلرايد و معرف سبز متيل استفاده شد
از  NaCl تحمل نمك اين آنزيم، غلظت نمك دامنهبررسي 

ر داده تغيي) درصد20- 15-10- 5-5/0-0( درصد 20تا  0
  ). 5و  4(شد

 در اين تحقيق،: آميلاز-α بررسي حضور آنزيم -4
خالص سازي شده به محيط كشت هيدروليز  باكتريهاي

 بهنشاسته )(w/v درصد 4/0 نشاسته داراي نوترينت آگار و

براي . نمك سديم كلرايد استفاده شد درصد 10ي اضافه
ا ت 0از  NaClتحمل نمك آنزيم، غلظت نمك  دامنهبررسي 

و  5( تغيير داده شد) درصد 20-15- 10-5-0( درصد 20
12.(  

در اثر حمله آنزيم : لاكتاماز- β بررسي حضور آنزيم -5
β- و شكستن  بيوتيكهاي گروه بتالاكتام آنتيلاكتاماز به

شود كه  سيلوئيك اسيد توليد مي لاكتام، ماده پني حلقه بتا
يي داراي دو گروه اسيدي است و به راحتي قابل شناسا

در اين تحقيق از روش اسيدومتري براي بررسي . باشد مي
آنزيم مذكور استفاده شد و فعاليت اين آنزيم در محيط 

نمك سديم كلرايد مورد  (w/v) درصد 15واجد صفر تا 
 -βلازم به ذكر است آنزيم ). 15و  5( بررسي قرار گرفت

لاكتاماز در باكتري هاي گرم منفي در فضاي پري پلاسمي 
  ).15(دارد  قرار

  

  
رنگ در اثر فعاليت آنزيم ليپاز و  تشكيل رسوب كدر شيري -2شكل 

 )باشد  ميدرصد  NaCl 10غلظت نمك (توليد اولئات كلسيم 

براي بررسي حضور : بررسي حضور آنزيم پروتئاز -6
 دوستها نمكآنزيم پروتئاز از محيط كشت اختصاصي 

ايي و باكتري هاي تركيب محيط مذكور در بخش سويه(
شير بدون  درصد 50كه شامل  )آمده است شرايط رشد
ي شفاف در اطراف  ايجاد هاله .استفاده شد چربي است،

  هيدروليز  و  پروتئاز  آنزيم  توليد  بر  دليل  رشد  ي منطقه
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  ).14(باشد  كازئين مي 
  *تحمل نمك آنزيم  سب محل جداسازي و دامنهح دوست بر نمك باكتريهايتوليد شده توسط  آنزيمهايتوزيع فراواني انواع  -1جدول

   -  درصد 10  0 – درصد15 5/0–درصدNaCl *  15دامنه تحمل نمك
 نوع آنزيم

  

لاز  محل جداسازي
 آمي

آلفا
ماز  

لاكتا
بتا 

  

ئاز
وكل

ن
  

پاز
لي

لاز  
 آمي

آلفا
ماز  

لاكتا
بتا 

  

ئاز
وكل

ن
  

پاز
لي

لاز  
 آمي

آلفا
ماز  

لاكتا
بتا 

  

ئاز
وكل

ن
  

پاز
لي

  

  14  0  0  0  0  1 0 0 3 5 1 **1  ازيس ي چرم كارخانه
  0  1  1  0  2  3 1 3 2 4 0 0  آب خليج فارس

  14  1  1  0  2  4 1 3 5 9 1 1  جمع
نمك  درصد 15تا  درصد 5تحمل نمك اين آنزيم بين   دامنه ** .ساعت الي يك هفته مورد بررسي قرار گرفته است 24پس از  آنزيمهانتايج توليد  *
  .باشد مي

براي انجام اين تست از : زيم ليپازبررسي حضور آن -7
،  80درصد توئين  1درصدپپتون،  1محيط كشت حاوي 

 5/1درصد كلسيم كلرايد و  1/0درصدسديم كلرايد ،  10

براي بررسي دامنه تحمل نمك اين . درصد آگار استفاده شد
- 5- 5/0-0(درصد  20تا  0از  NaClآنزيم، غلظت نمك 

  ).14(تغيير داده شد ) درصد 20- 10-15
  هاي باكتريائي جداسازي شده در اين تحقيق خصوصيات بيوشيميايي سويه -2 جدول

هيدروليزژلاتين
هيدروليزنشاسته  
  

مانيتول
ترهالوز  
لاكتوز  
گلوكز  
آرابينوز  
نيترات  
اكسيداز  
پيگمان  
حركت  
  تست  

نام 
  باكتري

مورفولوژي 
  وواكنش گرم

 H30  -  كرم + + - - - -  -  -  -

اي گرم  ميله
  منفي

 H34  -  كرم + + - + - +  -  -  -

 H51  +  كرم + + - + - +  +  -  -

 H54  +  كرم + + - + - +  +  -  -

 H59  +  كرم + + - + + -  +  -  -

 H60  +  كرم + + + + + +  +  +  -

 H61  -  كرم + - - - - -  -  -  +

 H62  +  كرم + + - + - -  -  +  -

 H2d  -  كرم + + - + - -  -  -  -

اي گرم  ميله HB1  -  كرم + + - - - -  -  +  -
 B1  +  زرد + + - - - +  -  -  -  مثبت

+  +  -  - - - - + + -  +  MA1  كوكسي گرم
 NH1  -  - + - - + - -  -  -  +  مثبت

  

  نتايج
 16سازي و  باكتري از كارخانه چرم 62در اين پژوهش 

هاي  از بين سويه. سويه از آب خليج فارس جداسازي شد

هاي  و از بين سويه 42جداسازي شده از كارخانه 
سويه قادر به تحمل  9جداسازي شده از آب خليج فارس 

دامنه نسبتاً وسيعي از نمك بودند كه براي بررسي حضور 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1388 پائيز، 3، شماره 22جلد                               مجله زيست شناسي ايران                                                                                   

494 

 

، )1جدول(برخي آنزيمها مورد آزمايش قرار گرفتند 
تحمل نمك   نتايج نشان داد دامنه).  2( و )  1( هاي  شكل

  نزيم توليد شدهتحمل نمك توسط آ  توسط باكتري از دامنه

  .ي همان باكتري بيشتر است بوسيله 

اي روي باكتريهاي  مطالعات فنوتيپي و بيوتيپي گسترده
توليد كننده آنزيمهاي تحمل كننده نمك انجام گشت و 

اي  باكتريهاي ميله. آمده است) 2(نتايج آن در جدول 

منفي علاوه بر مطالعات فنوتيپي و بيوتيپي توسط يك  گرم
اختصاصي براي باكتريهاي ) پرايمرهاي اكتوئين(ر جفت پرايم

مورد شناسايي ) Halomonas(متعلق به جنس هالوموناس 
  ).  3شكل (قرار گرفتند 

نتايج اثر غلظت نمك بر توليد آنزيمهاي مورد مطالعه در 
  .آمده است)  4و  3( هاي  جدول

  

  

  

  
  

با  H2dو   ,H29, H30, H34, H46, H51, H54, H59, H60, H61, H62هاي از سويه PCRتصوير ژل الكتروفورز محصولات  -3شكل 
  Halomonas salina ATCC 49509) كنترل مثبت+ : ،  )آب مقطر(كنترل منفي :  -،  L  :Ladder: توضيح علائم -  پرايمرهاي اكتوئين

، پروتئاز و لاكتاماز-βآميلاز، -αتوليد آنزيمهاي نوكلئاز،  -3جدول 
در غلظتهاي  سازي اي جداسازي شده از كارخانه چرمليپاز از باكتريه

  )NaCl(مختلف نمك 

توليد آنزيم در 
غلظتهاي مختلف

  )درصد( نمك
α- آميلاز β-ليپازلاكتامازDNase 

 نام باكتري
هاي 

جداسازي
 شده

15- 5   _  _ - + H30 
15-5  _  - - + H34 
15- 0  _  + - + H51 
15- 0  _  - + + H54 
15-5  +  - - + HB1 

15-0  _  - - + NH1 

نتايج تغيير غلظت نمك سديم كلرايد در محيط كشت 
نشان داد افزايش غلظت نمك محيط كشت، بر توليد آنزيم 

گذارد به طوري كه  و مدت زمان  لازم براي آن اثر مي
افزايش غلظت نمك سديم كلرايد در محيط كشت 

ي رسوب شيري  باعث كاهش قطر هاله 80هيدروليز توئين 
همچنين افزايش . شود رنگ يا عدم تشكيل رسوب مي

سبب تأخير در  DNaseمحيط كشت  NaClغلظت نمك 
تغيير رنگ محيط كشت يا عدم تغيير رنگ شد و با افزايش 

هيدروليز نشاسته در محيط   غلظت نمك مذكور، قطر هاله
  ). 4شكل ( كشت نيز كاهش يافت

  
  
  
  
  
  
  

  
  در محيط كشت درصد 15به  درصد 5كاهش وسعت ناحيه هيدروليز نشاسته با افزايش غلظت نمك از -4 شكل

500b
277b
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   گيري بحث و نتيجه
دوست نسبي پتانسيل بالايي در  اگر چه باكتريهاي نمك

بيوتكنولوژي دارند ولي مطالعات كمي روي توليد 
اين آنزيمها . آنزيمهاي خارج سلولي آنها انجام شده است

شرايط سخت نظير دماي بالا و غلظت بالاي نمك به  در
دليل محتواي بالاي آمينواسيدهاي اسيدي فعال باقي 

باكتريهاي جداسازي شده در اين ). 8 ،7، 5، 3(مانند  مي
اي گرم منفي و اكثر آنها متعلق به جنس  تحقيق بيشتر ميله

اي گرم مثبت و چهار  هالوموناس بودند و تنها دو سويه ميله
هاي گرم  ونه كوكسي گرم مثبت جداسازي شد ولي سويهنم

مثبت پتانسيل بالاتري براي توليد آنزيم داشتند به طوري كه 
 6و از ) درصد 5/55(سويه  25سويه گرم منفي،  45از 

قادر به توليد آنزيم ) درصد 83(نمونه  5سويه گرم مثبت 
رغم تفاوتهاي مشاهده شده ، بر اساس آزمون  علي. بودند

ي جداسازي شده  شر توزيع فراواني آنزيمها در باكتريهافي
  .(p=0.38)داري ندارد  بر حسب واكنش گرم اختلاف معني

گونه كه در بخش نتايج ذكر شد دامنه تحمل نمك  همان
توسط باكتري از دامنه تحمل نمك توسط آنزيم توليد شده 

وسيله همان باكتري بيشتر است و افزايش غلظت نمك  به 
شت، بر توليد آنزيم و مدت زمان لازم براي آن اثر محيط ك

در سال  Zahranطبق تحقيقات انجام شده توسط  .گذارد مي
باكتريهاي موجود در محيطهاي شور معمولأ قادر به  1997

هستند ولي ) درصد 10(توليد آنزيم در تراكم بالاي نمك، 
دامنه تحمل و غلظت مطلوب نمك براي فعاليت آنزيم از 

تحمل و بهينه غلظت نمك براي رشد باكتري كمتر دامنه 
از . كه با نتايج اين پژوهش همخواني دارد) 19(باشد  مي

در سال  Deutchسوي ديگر در پژوهش انجام شده توسط 
2002 α-آميلاز توليدي ازBacillus dispsosauri  قادر به

تحمل دامنه وسيعي از نمك بوده است ولي با افزايش 
هاله هيدروليز نشاسته كاسته شده است  غلظت نمك از قطر

)4.(  

از بين باكتريهاي متعلق به جنس هالوموناس تنها دو مورد 
داشت و با توجه به منابع ديگر  آميلاز-αتوانايي توليد 

ي شناسايي شده  گونه 21از ( 2005نظير كتاب مرجع برگي 
) هستند آميلاز-αگونه واجد  2در جنس هالوموناس فقط 

  ).2(يعي است اين امر طب

، پروتئاز و لاكتاماز-βآميلاز، -α، توليد آنزيمهاي نوكلئاز -4جدول 
در غلظتهاي  ليپاز از باكتريهاي جداسازي شده از آب خليج فارس

  ) NaCl(مختلف نمك
توليد آنزيم در

غلظتهاي 
 مختلف نمك

  )درصد(
α- آميلازβ-ليپازلاكتامازDNase

نام باكتريهاي
جداسازي 

  شده

15-0  +  _ +  +  H62 

15-0  _  _ +  +  H59  
15-0  +  + +  +  H60  
15-0  _  _ +  +  H61  
15-0  _  _ -  +  H2d  
15-0  _  _ -  +  H63  
15-0  _  + -  +  B1 

15-0  +  _ -  +  MA1 

و نوكلئاز  آميلاز-α دست آمده در مورد آنزيمهاي به نتايج 
و همكارانش  Sanchez-Porroبا نتايج به دست آمده توسط 

ي  در تحقيق انجام شده به وسيله. تطابق دارد 2003سال در 
Sanchez-Porro  سويه  114و همكارانش، از بين

سويه گرم  32سويه گرم منفي و 82دوست نسبي،  نمك
سويه  12هاي گرم منفي  مثبت بودند كه از بين سويه

DNase  سويه  15، )درصد 6/14(مثبتα-مثبت  آميلاز
و از ) درصد 2/18(ز مثبت سويه ليپا 15، )درصد 2/18(

 DNaseسويه به ترتيب  7و  7، 8هاي گرم مثبت  بين سويه
 8/21(و ليپاز ) درصد 8/21( آميلاز-α ،)درصد 25(

نتايج به دست آمده در اين ). 15(مثبت بودند ) درصد
پژوهش در مورد آنزيم ليپاز از نظر فراواني بين باكتريهاي 

-Sanchezل توسط گرم مثبت و گرم منفي با نتايج حاص

Porro ها  و همكارانش تشابه ندارد كه احتمالاً به نوع سويه
مصرف  .شود و شرايط محيطي محل جداسازي مربوط مي
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عوامل ضدميكروبي منجر به ظهور و انتشار ژنهاي مقاومت 
انتقال افقي ژنهاي كدكننده . شود بيوتيك مي به آنتي

ومت در پلاسميدي دليل اصلي براي انتشار ژنهاي مقا
اي از  انتقال پلاسميد بين باكتريها در واريته. محيط است

زيستگاههاي طبيعي مثل پساب، فاضلاب، آب رودخانه و 
هاي مجزا از  درياچه، رسوبات و خاك و حتي بين ارگانيسم

باكتريهاي واجد . افتد نظر تكاملي و اكولوژيك اتفاق مي
بيوتيكهاي  بيوتيك براي تجزيه آنتي ژنهاي مقاومت به آنتي

هاي بيمارستاني نيز مفيد  موجود در پسابهاي صنعتي و زباله
/ دوست روش تطابقي آنزيمهاي نمك). 15(باشند  مي

كننده نمك براي تطابق با غلظت بالاي نمك،  تحمل
محتواي بسيار بالاي آمينواسيدهاي اسيدي است كه در 

گيرند و در باندشدن به ملكولهاي  سطح پروتئين قرار مي
طبيعت بسيار بالاي اسيدي . كنند ب و كاتيونها شركت ميآ

دوست، حلاليت بالا بدون تجمع را  در پروتئينهاي نمك
كارآمد ) renaturation(شدن  كند و سبب رناچوره ايجاد مي

دامنه تحمل نمك ). 17 و 10، 7(شود  پس از تقليب مي
آنزيمهاي توليد شده با توجه به سويه باكتريهاي جداسازي 

 15 يا و 5- درصد 15،  0-درصد 10ه متفاوت و بين شد
-DNase، αدامنه تحمل نمك آنزيمهاي . بود 5/0-درصد
هاي  ي سويه توليد شده به وسيله لاكتاماز-β و آميلاز

 15جداسازي شده در اين تحقيق حداكثر به ترتيب 
باشد كه با نتايج  مي درصد 10درصد و  15درصد، 

در  Khireو  2002سال  در Deutchدست آمده توسط  به
، ولي دامنه تحمل )14و  4(باشد  مشابه مي 1994سال 

 Bacillus نمك در آنها از نوعي پروتئاز توليد شده توسط

subtilis 168   درصد نمك سديم كلرايد را تحمل  18كه تا
كار رفته براي  نمونه به 42از بين ).9(كند، كمتر است  مي

داسازي شده از بررسي حضور آنزيمهاي مختلف و ج
قادر به توليد آنزيمهاي ) درصد 4/52(سويه  22كارخانه 

درصدآنها توانايي توليد دو  6/13متفاوت بودندكه فقط 
كار رفته از آب  سويه به 9آنزيم مختلف را داشتند ولي از 

آنزيمهاي مختلف ) درصد 9/88(سويه 8درياي جنوب 
 5/12 درصد آنها داراي دو آنزيم، 50توليد كردند كه 

آنزيم و فقط 4درصد داراي  12/ 5آنزيم،  3درصد واجد 
دهد كه  نتايج نشان مي. درصد تك آنزيمي بودند 25

خليج فارس فعاليت   باكتريهاي جداسازي شده از آب
هاي جداسازي  وتنوع آنزيمي بيشتري را نسبت به سويه

هاي  رغم تفاوت علي. شده از كارخانه چرم سازي دارند
بر اساس آزمون فيشر توزيع فراواني آنزيمها مشاهده شده، 

سازي  ي جداسازي شده بر حسب منبع جدا در باكتريها
  .(p=0.06)داري ندارد  اختلاف معني
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Isolation of moderately halophilic indigenous bacterial strains  
producing salt-tolerant exteracellular hydrolytic enzymes; the  

effect of NaCl salt on enzyme production 
Zanjirband M., Kasra Kermanshahi R., Golbang N. 

Microbiology sec., Biology Dept., Science Faculty, Isfahan University, Isfahan, I.R. of IRAN 

Abstract 
The moderately halophilic bacteria tolerate extensive rang of sodium choloride salt. 
Intracellular concentration of salt is lower than medium, thus membrane bound proteins 
and extracellular proteins have halophilic/halotolerant qualities. To isolate the 
moderately halophilic bacteria, sampling was carried out from Persian Gulf water and 
different parts of tannery factory. Samples were enriched in selective media for 
halophils, and bacteria were cultured with streak plate method. In this investigation, 62 
bacterial isolates from different parts of tannery factory and 15 strains from Persian 
Gulf were isolated. The ability of salt-tolerant bacterial isolates were examined for the 
production of different hydrolytic enzymes. From 42 bacterial strains, isolated from 
tannery factory, 22 isolates were able to produce some of hydrolytic enzymes. In the 
case of bacterial strains isolated from Persian Gulf, 8 of 9 total bacterial isolates had 
capability for producing of hydrolitic enzymes. Results indicated that halophilic bacteria 
have the high potential to produce different enzymes and their production districted in 
presence of various concentration of NaCl salt.  

Keywords: enzymes, moderately holophilic bacteria, screening, salt  
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