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نوع  درجه حرارت،(جدا شده از درياچه اروميه  آركولايهالو تعيين شرايط بهينه رشد
  با استفاده از روش تاگوچي) NaCl ، درصدpHمقدار  محيط كشت،

  2خدابندهمهوش  و *،1عسگرانيعزت  ،1اميرخانيحميرا 
 گروه زيست شناسي - دانشگاه الزهراتهران،   1

  ك و زيست فن آوريپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيتهران،   2

  2/6/89: تاريخ پذيرش   31/2/88 :تاريخ دريافت
 چكيده

Haloarcula sp. IRU1  آركي اين  .جداسازي شده استفيلتراسيون آب درياچه اروميه  كه با است بسيار نمك دوستآركي
ر اين پژوهش، با به كارگيري د .بنفش و پراكسيد هيدروژن نشان مي دهدفرا مقاومت بالايي را به پرتوهاي يون ساز، پرتوهاي 

شرايط بهينه رشد اين   pHمقدارو  درصد كلريد سديم ،تركيب محيط كشت، بررسي عواملي مثل درجه حرارت روش تاگوچي و
براي انجام . آزمايش طراحي شد 16سطح،  4 عامل و 5با توجه به جدول آرايه هاي متعامد تاگوچي در  .آركي  مشخص گرديد

نمونه گيري انجام شد و ميزان جذب در هر مرحله با استفاده از اسپكتروفتومتر  از تلقيح، روزي دو بار پسله هر آزمايش بلافاص
ميزان تلقيح در تمام آزمايشها . دگرديخوانده شد و منحني رشد باكتري در هر تكرار از هر آزمايش رسم  nm 600 در طول موج

ليتر در شرايط  گرم وزن خشك سلول در هر رشد سلول بر اساس زانمي. انجام گرفت  220rpmدرصد بود وهوادهي در  5
نتايج  نشان داد كه در بين . تجزيه وتحليل شد Qualitek-4 مذكور با يكديگر مقايسه شده و با استفاده از برنامه كامپيوتري

درجه حرارت ارتباط  كشت و بين دو عامل تركيب محيط. داردميزان رشد اين آركي   بر عوامل، درجه حرارت بيشترين اثر را
به عنوان شرايط بهينه  NaCl درصد 20، غلظت B كشت محيط ،درجه سانتي گراد 47دماي  ،7اوليه  pH .متقابل وجود ندارد

 023/0وزن خشك باكتري  و سرعت رشد سلول بر اساس به دست آمده، انجام شد بهينة شرايط بر اساسآزمايشي  .انتخاب شد
  .به دست آمدت گرم بر ليتر در ساع

  تاگوچيروش  ،سنجش رشد ،درياچه شور اروميه ،اكستريم هالوفيل ،آركولاهالو :واژه هاي كليدي

  asgarani@gmail.com :ي، پست الكترونيك02188044051: نويسنده مسئول، تلفن تماس* 

  مقدمه
Haloarcula sp. IRU1  يك آركي بسيار نمك دوست

يكي از  -  اروميهاست كه با فيلتراسيون آب درياچة 
محيطهاي هايپر سالين جهان كه متأسفانه در حال نابودي 

جداسازي شده و با توجه به نتايج بررسيهاي  - است
، 16S rRNAمورفولوژيكي، بيوشيميايي و توالي ژن 

   ).1(نامگذاري شده است 

 5/1آركي هاي بسيار نمك دوست براي رشد به حداقل 
مكي داخلي اين غلظت ن. نياز دارند NaClمولار 

ميكروارگانيسم ها براي غلبه بر فشار اسمزي بالاي محيط 
زندگي، در سطح بسيار بالايي نگهداشته مي شود و بدين 

. سر مي برنده ترتيب در حالت تعادل اسمزي با محيط ب
  inبنابراين، بسياري از آنزيمهاي هالوآركيايي در شرايط 

vitro  و in vivo 6 ،4(فعال هستند  سديم كلرايد 5تا  4در، 
آركي هاي نمك دوست داراي ويژگيهاي خاصي ). 12و  7

هستند كه سبب كاربرد وسيع آنها در بيوتكنولوژي شده 
يك پمپ پروتوني كه منبع  -توليد باكتريورودوپسين. است
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توليد بيوپليمرها، پيگمانهاي  - انرژي آن نور است
نوان به تازگي به ع –كاروتنوئيدي و وزيكولهاي گازي 

حامل بالقوة پپتيدهاي پاتوژن شناسايي شده اند، توليد 
ورده هاي آتركيبات مختلفي كه عطر و طعم خاصي به فر

غذايي مي بخشند، تنها بخشي از اين پتانسيلهاي جالب 
علاوه بر اين، تحمل  ).21و  20، 19، 18 ،2(توجه است 

غلظت بالاي نمكي اين آركي ها، كشت آنها را در شرايط 
استريل امكان پذير ساخته و احتمال آلودگي كشت را  غير

بسيار پايين آورده است و بنابراين، هزينة توليد محصولات 
  ). 11(صنعتي را كاهش مي دهد 

محدوديت عمده در توليد صنعتي آنزيمها و متابوليتهاي 
ورده ها به علت كندي رشد و  توليد آآركيايي، توليد كم فر
ين، تعيين شرايط بهينة رشد  بنابرا. اندك بيومس است
ترين نيازها در بيوتكنولوژي به شمار  آركي ها يكي از مهم

اگر چه در اوايل دوران تحقيق بر روي آركي هاي . مي آيد
نمك دوست، موفقيتهايي در زمينة تهية محيط كشت براي 

اما در سالهاي ) 15 و 9 ،5(رشد بهينة آنها حاصل شد  
  ). 16و  8(شده است  اخير پيشرفتهاي كمي گزارش

گري مواد  روش تاگوچي، روشي سودمند براي غربال
شرايطي است كه بيشترين تأثير را بر روي ميزان  غذايي و

رشد ميكروارگانيسمها دارند و به شناخت روابط متقابل 
عوامل مورد بررسي در سطوح مختلف كمك مي كند 

ايط در مطالعة حاضر، اين روش براي بهينه سازي شر). 17(
 .Haloarcula spبراي رسيدن به بيشترين دانسيتة سلولي 

IRU1 براي رسيدن به اين هدف . مورد استفاده قرار گرفت
درجه حرارت، تركيب محيط كشت، در صد كلريد سديم و 

pH  با توجه به . به عنوان عوامل مؤثر در نظرگرفته شد
سطح،  4عامل و  5جدول آرايه هاي متعامد تاگوچي در 

ميزان رشد كه بر اساس وزن . زمايش طراحي گرديدآ 16
خشك سلول در ليتر در هر ساعت در آزمايشات مختلف 
اندازه گيري مي شد، با يكديگر مقايسه گرديده و با استفاده 

مورد تجزيه و تحليل قرار  Qualitek-4از برنامة كامپيوتري 

با انجام آزمايشي  در تحقيق حاضرعلاوه بر اين، . گرفت
دست آمده بر توليد ه ر شرايط بهينه را كه از اين راه بتأثي

ميزان رشد به مقدار پيش . گرديدبيومس هالوآركولا بررسي 
از اين شرايط براي رسيدن به . بيني شده بسيار نزديك بود

دانسيتة سلولي بيشتر و در زمان كوتاه تر مي توان استفاده 
  . كرد

  مواد و روشها 
بسيار نمك  آركي Haloarcula sp. IRU1 : سويه باكتري

در كلكسيون كه  است جدا شده از درياچه اروميه دوست
ميكروبي آزمايشگاه ميكروبيولوژي صنعتي دانشگاه 

   .موجود است ) س(الزهرا

نوع محيط كشت مختلف مورد استفاده  4 :محيط كشت
   ).15 و 14( قرار گرفت

گرم كلريد  92/0 گرم عصاره مخمر، 5: حاوي Aمحيط 
 7. گرم سولفات منيزيم 4/49 ،مولكول آب 2 .اسيمپت

مولكول آب،  6. گرم كلريد منيزيوم 6/34مولكول آب، 
گرم  058/0 ،كربنات دي هيدروژن سديمگرم 17/0

مولكول آب  2. گرم كلريد كلسيم 92/0بروميد سديم، 
گرم كلريد سديم در حجم كل يك ليتر مي  195و 

  .   باشد

گرم عصاره  10زامينواسيد ، گرم كا 5/7: حاوي  Bمحيط
گرم كلريد  2 ،گرم تري سديم سيترات 3مخمر، 
 250 ،مولكول آب 7. گرم سولفات منيزيم 40 ،پتاسيم

 در ميلي ليتر محلول تريس المانت10گرم كلريد سديم، 
 محلول تريس المانت. ليتر مي باشد 1حجم كل 

مولكول آب،  4. 2گرم كلريد آهن  023/0محتوي 
گرم  003/0مولكول آب،  2. كلريد كلسيمگرم  041/0

سولفات گرم  0044/0مولكول آب،  1. سولفات منگنز
مولكول آب در  5. سولفات مسگرم  005/0 و روي

  .ليتر مي باشد 1حجم كل 
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گرم كلريد  6/34گرم عصاره مخمر،  5: حاوي C محيط
 7. گرم سولفات منيزيم 4/49مولكول آب،  6. منيزيم

مولكول آب،  2. ملسيرم كلريد كگ 92/0 ،مولكول آب
گرم كلريد پتاسيم،  5/0گرم بروميد سديم،  058/0
گرم كلريد  195 و گرم كربنات هيدروژن سديم 17/0

  .   ليتر مي باشد 1سديم در حجم كل 

. گرم سولفات منيزيم 20گرم گلوكز،  10: حاوي Dمحيط 
مولكول آب،  6. گرم كلريد منيزيم 13مولكول آب،  7

گرم  58/0گرم كلريد آمونيوم،  2كلريد پتاسيم، گرم  40
گرم فسفات دي هيدروژن پتاسيم،  5/0بروميد سديم، 

گرم كلريد  004/0گرم كربنات هيدروژن سديم،  2/0
مولكول  2. گرم كلريد كلسيم 1مولكول آب،  4. آهن
ليتر مي  1گرم كلريد سديم در حجم كل  150 و آب
  .  باشد

ن پژوهش براي تعيين شرايط در اي :روش طراحي آزمايش
بهينه رشد سويه مورد مطالعه، از روش تاگوچي استفاده 

تعيين عوامل مؤثر و سطوح آنها مي  ،اولين گام. شده است
عامل  5در ميان عوامل مؤثر در رشد اين سويه، .  باشد

سطح در  4براي هر عامل نيز .  مورد بررسي قرار گرفت
تقابل بين دو عامل، اين براي بررسي اثر م. نظر گرفته شد

 1جدول  .اثر متقابل به عنوان يك عامل در نظر گرفته شد
عوامل و سطوح مورد بررسي در طراحي آزمايشات را 

  .  نشان مي دهد

 يبراي طراحي و اجراي آزمايشها جدول آرايه هاي متعامد
اين جدول براي . دشسطح تهيه  4عامل در  5براي 

شامل  و بل استفاده استوضعيت هاي مختلف آزمايشي قا
هر ستون به يك عامل و هر . رديف است 16ستون و  5

ترتيب انجام آزمايشها بر . رديف به يك آزمايش تعلق دارد
بنابراين الگوي . اساس اصول آماري بايد تصادفي باشد

  .   سطح ثابت خواهد بود 4عامل در  5انجام آزمايشها به 

سطح  4عامل و  5در با توجه به جدول آرايه هاي متعامد 
 ،و همچنين عوامل و سطوحي كه در نظر گرفته شد

  .  انجام شد 2آزمايشها مطابق جدول 

براي انجام هر آزمايش بلافاصله بعد از تلقيح، روزي دو 
نمونه گيري انجام )  بعد از ظهر 2صبح و  8 ساعت (بار 

 600و با استفاده از اسپكتروفتومتر در طول موج  گرفت
يزان ميزان جذب در هر مرحله خوانده شد و م نانومتر،

سپس . رشد باكتري در هر تكرار از هر آزمايش ثبت گرديد
  .  براي تجزيه و تحليل داده ها مورد استفاده قرار گرفت

تكرار در نظر گرفته شد و در تمام  2براي هر آزمايش 
محيط ميلي ليتر 100ليتري حاوي  1آزمايشها ارلنهاي 
رديد و ميزان تلقيح در مورد تمام آزمايشها كشت، استفاده گ

  هوادهي در شيكر با دور ،درصد بود و در تمام موارد 5
rpm220 كه دو  بعد از انجام هر آزمايش. صورت گرفت

و همچنين مدت  ODميزان بالاترين ، بار تكرار مي شد
  .  ثبت گرديد ODزمان رسيدن به اين 

، بازده ز هر آزمايشبراي تحليل داده ها، براي هر تكرار ا
به  حالت دانسيته ماكزيمم وزن خشك در رشد بر حسب
بر يي هر آزمايش آو همچنين كار) (g.L-1گرم در ليتر 

 ليتر/ وزن خشك در حالت دانسيته ماكزيمم به گرم اساس 
داده ها  با استفاده . محاسبه گرديد) (g.L-1.h-1ساعت   در

تجزيه و تحليل قرار مورد  Qualitek-4از برنامه كامپيوتري 
  .  گرفت

براي تعيين درستي نتايج نهايي، آزمايشي با توجه به شرايط 
به  10از آزمايش شماره . اپتيم به دست آمده، انجام شد

عنوان كنترل استفاده شد و با نمونه گيري از محيط كشت 
منحني ، )بعد از ظهر 2صبح و  8(بار  2روزي  ،باكتريايي

وزن خشك در حالت  و پارامتر رشد باكتري رسم گرديد
يي آزمايش آكه بيانگر كار )(g.L-1.h-1 دانسيته ماكزيمم

است، تعيين و با مقدار پيش بيني شده مورد مقايسه قرار 
  .  گرفت

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1391 ،1، شماره 25لد ج                                                                               مجله زيست شناسي ايران                                   

151 

 

 600تعيين ارتباط وزن خشك سلول و مقدار جذب در
نانومتر  600سلولها در  ODبراي تعيين ارتباط بين  :نانومتر

محلول پيش كشت ، ابتدا  )g(لول و ميزان وزن خشك س
ميلي ليتري تلقيح  1000درصد آن به كشت  5. تهيه شد

و دور  درجه سانتي گراد  47كشت آركيايي در دماي . شد
220rpm  2صبح و  8(بار  2سپس روزي . شد گرماگذاري 

نانومتر خوانده شد و در هر  600آن در  OD) بعد از ظهر
ز آن گرفته و در ويالهايي ا يميلي ليتر 5مرحله دو نمونه 

دقيقه  2به مدت  rpm 13000با وزن مشخص در دور 
براي حذف نمك از بيومس كه تخمين . ميكروفيوژ شد

 بار با محلول  3وزن واقعي را مشكل مي ساخت،  بيومس 

NaCl در غلظتهاي كمتر ( درصد شست و شو داده شد ١٠
ر ساعت د 48و در آون به مدت ) سلولها ليز مي شوند

وزن خشك . گرماگذاري شد درجه سانتي گراد 70دماي 
يك منحني  معين، به دست آمد و  OD600هر نمونه با يك 

كه ارتباط ميان ميزان دانسيته سلولي بر حسب مقادير 
OD600  و مقدار وزن خشك سلول بر حسب گرم را نشان

 ODد كه يك واحد گرديمشخص  ومي داد، ترسيم شد 
  .  شك سلول استمعادل چند گرم وزن خ

  نتايج و بحث
انجام هر آزمايش، با توجه به شرايط مشخص شده  پس از

، منحني رشد آركي با اندازه گيري ميزان 1در جدول 
، OD600دانسيته سلولي دوبار در روز بر حسب مقادير 

منحني  روياز  ).نتيجه نشان داده نشده است( ترسيم شد
همچنين مدت زمان رشد، ميزان ماكزيمم دانسيته سلولي و 

  .  لازم براي به حداكثر رسيدن دانسيته سلولي، تعيين گرديد

بر حسب  رابطه ميان  ميزان دانسيته سلولي 1 در شكل
در  و مقدار وزن خشك سلول بر حسب گرم OD600مقادير 

 3038/0معادل   ODيك واحد . نشان داده شده است ليتر
  .  ليتر مي باشد/ گرم وزن خشك سلول 

پارامتر وزن خشك سلول در حالت ماكزيمم دانسيته سپس 
ليتر، تعيين شد و همچنين پارامتر / سلولي بر حسب  گرم 

وزن خشك سلول در حالت ماكزيمم دانسيته سلولي به 
اين پارامتر بيان كننده ميزان رشد (ساعت  در ليتر/ گرم 
نتايج تعيين اين دو پارامتر در هر . محاسبه گرديد) است

 Qualitek-4با برنامه كامپيوتري و  شخص شدآزمايش م
مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت و اثرات اصلي مربوط به 

نتايج حاصل از اين .  هر سطح از هر عامل محاسبه شد
  .  است نشان داده شده 3تحليل آماري در جدول 

  عوامل و سطوح مورد بررسي در طراحي آزمايشات -1جدول 

  سطح
        عامل

1  2  3  4  

  A B  C D  محيط كشت

غلظت
  ) (%كلريدسديم

15  20  25  30  

برهم كنش بين 
  2و 1

1  2  3  4  

درجه حرارت 
)

◦C(  
37  42  47  55  

pH  7  2/7  4/7  5/7  

CDW/L-OD

y = 0.3417x - 0.0379

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

OD

C
D

W
/L

  
 يرابطه ميان ميزان دانسيته سلولي بر حسب وزن خشك سلول -1شكل 

   OD600مقادير در ليتر و بر حسب گرم 

شده بين سطح  اختلاف مشاهده :اثر تركيب محيط كشت
اول و دوم خيلي زياد است، در صورتي كه سطح دوم و 

سطح چهارم نيز اختلاف . دنسوم اختلاف زيادي ندار
اين نتايج نشان . )3جدول ( زيادي با سطح دوم و سوم دارد

ول 
 سل

ك
خش

زن 
و

(g
/L

)
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اثر تقريباً مشابهي در ميزان رشد  C و  B مي دهد كه محيط
مي تواند ر اماين . )2شكل ( ميكروارگانيسم دارا مي باشند

مربوط به تشابه بيشتر نوع و مقدار تركيبات سازنده اين دو 
  .محيط به يكديگر باشد

  
اثر عامل تركيب محيط كشت  بر ميزان پارامتر وزن خشك   -2شكل  

  ) g/L.h(سلول در حالت ماكزيمم دانسيته سلولي 

  
اثر عامل غلظت كلريد سديم محيط كشت  بر ميزان پارامتر  -3شكل 
 )g/L.h( خشك سلول در حالت ماكزيمم دانسيته سلولي وزن

با جدول آرايه هاي متعامد  ات انجام شده مطابقآزمايش -2جدول 
  تاگوچي و عوامل و سطوح انتخابي

  آزمايش
محيط 
  كشت

غلظت 
كلريد سديم

) درصد ( 

برهم  
 كنش بين

  2و  1

درجه 
  حرارت

)◦C (  
pH  

1 A 15 1 37 7 
2 A  20 2 42 2/7 
3 A  25 3 47 4/7 
4 A  30 4 55 5/7 
5 B  15 2 47 5/7 
6 B  20 1 55 4/7 
7 B  25 4 37 2/7 
8 B  30 3 42 7 
9 C  15 3 55 2/7 
10 C  20 4 47 7 

11 C  25  1  42  5/7  
12 C  30  2  37  4/7  
13 D  15  4  42  4/7  
14 D  20  3  37  5/7  
15 D  25  2  55  7  
16 D  30  1  47  2/7  

  

  
بر ميزان پارامتر وزن  گرماگذاريه حرارت اثر عامل درج -4شكل 

  ) g/L.h( خشك سلول در حالت ماكزيمم دانسيته سلولي
در اين مطالعه مقدار بيومس در محيط كشت حاوي عصاره 
 مخمر به بالاترين اندازه مي رسد و اين موافق نتايج

كه عصاره مخمر را تركيبي مناسب  مطالعات قبلي  است
اما در . )8 و 3، 1(عرفي كرده اند براي رشد هالو آركي ها م

تحقيق ديگري نوترينت آگار حاوي پپتون جايگزين محيط 
از آنجايي  ).10(كشت محتوي عصاره مخمر گرديده است 

غالباً دچار آلودگي با نمكهاي ناچيز است به كه كه پپتون 
عنوان بازدارندة رشد هالو آركي ها شناخته مي شود ، 

كار رفته در ه كي پپتون با نشاستة بثار آلودگي نمآاحتمالاً 
  .)13(آن محيط كشت خنثي گرديده است 

غلظت نمكهاي مختلف در محيط كشت بر روي زمان 
رسيدن به فاز سكون و مشاهده بيشترين دانسيتة سلولي 

معمولاً غلظتهاي بالاي يون پتاسيم براي . تأثيرگذار است
نزيمهاي آ پايداري بخشيدن به پروتئينها و فعاليت برخي از

غلظت كلريد پتاسيم در ). 6(هالوفيليك مورد نياز است 
بوده است كه از غلظت مورد  g.L-1  2مطالعة حاضر 

استفادة شيرزاد بيشتر و از مقدار به كار رفته در مطالعة 
  ).10و1(گروه مانيكاندان كمتر است 
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منيزيم به فرم سولفات از توليد دانسيته سلولي در بالاترين 
تواند با طبيعت زيستگاه  اين امر مي. كند مايت ميميزان ح

هالوفيلها ارتباط داشته باشد، زيرا در چنين محيطهايي 
غلظت سولفات منيزيم بسيار بالاست، براي مثال در 

واقع در هند غلظت  Kelambakkamتبخيري  حوضچه

غلظت . اندازه گيري شده است  g.L-1 2/22 سولفات منيزيم
است كه بسيار  g.L-1  40اين مطالعه سولفات منيزيوم در 

، ولي )1(مشابه ميزان به كار رفته در بررسي قبلي است 
تقريباً چهار برابر غلظت مورد استفاده در تحقيق گروه 

 ).10(مانيكاندان است 

  

  )ساعت . ليتر/ به گرم وزن خشك سلول در حالت ماكزيمم دانسيته سلولي  (اثرات اصلي عوامل بر ميزان پارامتر ميزان رشد  -3جدول 
    عوامل  1سطح  2سطح  3سطح  4سطح

85/3  
442/1  
549/5  
137/8  
512/4  

712/6  
437/7  
492/4  
9/9  

312/7  

779/7  
224/8  
362/6  
492/1  
912/2  

937/3  
175/5  
875/5  
75/2  
542/7  

  محيط كشت
  ) درصد  (  غلظت كلريد سديم 

  2و  1بر هم كنش بين 
  درجه حرارت

pH 

1  
2  
3  
4  
5  

  

نتيجه آناليز واريانس و تحليل نتايج براي بهينه كردن شرايط رشد ميكروارگانيسم براي به حداكثر رساندن ميزان پارامتر وزن خشك سلول   -4جدول 
  ساعت. ليتر / در حالت ماكزيمم دانسيته سلولي به گرم 

    عوامل درجه آزادي درصد تاثير هر عامل
096/11 
048/26  
768/1  
894/46  
192/14  

3 
3  
3  
3  
3  

  محيط كشت
  غلظت كلريد سديم

  2و1برهم كنش بين
  درجه حرارت

pH 

1  
2  
3  
4  
5  

    ساير عوامل 16 002/0
  

  شرايط بهينه براي رشد ميكروارگانيسم  -5جدول 
    عوامل سطح بهينه مشخصه سطح بهينه

B 
20  
2  
47  
7  

2  
2  
2  
3  
1  

  محيط كشت
    %)(غلظت كلريد سديم 

  2و 1بر هم كنش بين 
  درجه حرارت

pH  

1  
2  
3  
4  
5  

  )مي باشد 0175/0ساعت در شرايط مذكور، .  ليتر/ پارامتر وزن خشك سلول در حالت دانسيته سلولي ماكزيمم به گرم تئوري مقدار (
  

اختلاف مشاهده : اثر غلظت كلريد سديم محيط كشت
شده بين سطح اول و دوم زياد است، در صورتي كه سطح 

چهارم نيز  سطح. ندارد چندانيدوم و سوم اختلاف 
 .)3جدول ( زيادي با سطح دوم و سوم داردبسيار اختلاف 
وزن خشك سلول در حالت ماكزيمم دانسيته  بنابراين،

با افزايش غلظت كلريد سديم محيط ) (g.L-1.h-1سلولي 
 ،درصد افزايش مي يابد 20تا غلظت  15كشت، از غلظت 

  . )3شكل (پيدا مي كند ولي در غلظتهاي بالاتر كاهش 

منجر به  درصد 20رسي حاضرغلظت كلريد سديم رر بد
رشد بهينه اين آركي مي گردد كه مشابه نتايجي است كه به 
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 دست آمده وه ي بيتازگي با روش آماري سطح پاسخگو
نتايج مطالعة قبلي كه از روش تك عاملي براي رشد بهينه 

   . )10و1(اين آركي استفاده شده است 

هده شده بين سطح سوم و اختلاف مشا: اثر درجه حرارت
جدول (با توجه به . چهارم از سطح اول و دوم زياد است

مي توان نتيجه گرفت كه پارامتر وزن خشك  4شكل و  )3
با   )(g.L-1.h-1سلول در حالت دانسيته سلولي ماكزيمم 

 47ولي در دماي بالاتر از  ،افزايش دما افزايش مي يابد
اين نتايج  .يابد به تدريج كاهش مي درجه سانتي گراد

ماهيت نسبتاً گرمادوست اين آركي هالوفيل را نشان مي 
كه در درجه سانتي گراد  50±2دهد و با دماي رشد بهينه 

  ).14(مطالعات ديگر براي هالوآركي ها مطابقت دارد 

اختلاف مشاهده شده بين سطوح از نظم خاصي : pHاثر 
   ).3جدول ( تبعيت نمي كند

نتايج با استفاده از روش تاگوچي، درصد با تجزيه و تحليل 
اين  4جدول .  ثير هر عامل بر ميزان بهينه رشد تعيين شدأت

همان طور كه مشاهده مي شود در . نتايج را نشان مي دهد
ثير دما از ساير عوامل بيشتر است و به ترتيب غلظت أصد ت

، تركيب محيط كشت در درجات بعدي pHكلريد سديم، 
ثير أطرفي مشاهده مي شود كه درصد ت از. اهميت هستند

ارتباط متقابل ميان دو عامل تركيب محيط كشت و غلظت 
است و اين نشان  رشد بهينه بسيار پايينكلريد سديم در 

هستند و اثر از يكديگر مي دهد اين دو عامل مستقل 
  .  متقابلي بر هم ندارند

سطوح بهينه براي به حداكثر رساندن پارامتر  5در جدول 
وزن خشك سلول در حالت دانسيته سلولي ماكزيمم به 

مقدار نظري اين .  ساعت مشخص شده است در ليتر/ گرم 
شده  برآورد g.L-1.h-1)( 0175/0 پارامتر در اين شرايط

   .است

آزمايشي مطابق سطوح بهينه انجام  كه بر اساس نتيجه نهايي
  به دست آمد،  پيش بيني شده توسط روش تاگوچي

دهد كه در صورت استفاده از شرايط بهينه تعيين نشان مي 
و حتي  g.L-1.h-1)( 023/0شده، مقدار تجربي اين پارامتر، 

به  g.L-1.h-1)( 0175 /0 بيشتر از مقدار پيش بيني شدهكمي 
كه به عنوان  10در مورد آزمايش شماره . دست مي آيد

زيرا در ميان آزمايشات بيشترين مقدار ( كنترل استفاده شد 
پارامتر وزن خشك سلول در حالت ماكزيمم دانسيتة 

مقدار ، )ليتر در ساعت را نشان داده است /سلولي به گرم
به دست آمد كه به طور  g.L-1.h-1)( 0172/0اين پارامتر 

   .پيش بيني شده استتقريبي نزديك به مقدار 

با استفاده از روش تاگوچي براي طراحي   در اين مطالعه
شرايط بهينه رشد، بيشترين دانسيتة سلولي آزمايش و تعيين 

 g.L-1 15/1 دست آمد كه در مقايسه با نتايج مطالعات ه ب
تفاوت قابل توجهي  g.L-1746/0 و  g.L-1605/0 ديگر،
اميد مي رود پس از به كار گيري شرايط . )10و1(دارد 
دست آمده از اين مطالعه براي رشد آركي هاي ه بهينة ب

سيدن به نتيجة مطلوب، بتوان اين نمك دوست ديگر و ر
نتايج را در مقياسهاي آزمايشگاهي وصنعتي جهت توليد 

  .آنزيم ها و متابوليتهاي هالوآركيايي مورد استفاده قرار داد

) س(اين تحقيق با حمايت دانشگاه الزهرا: تشكر و قدرداني

زيست فناوري و در پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و 
  . انجام گرديده است
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Determination of optimum growth conditions for Haloarcula IRU1 isolated 
from Uromia Lake by Taguchi method 

Amirkhani H1., Asgarani E1. and Khodabandeh M.2 

Biology Dept., Alzahra univ., Tehran, I.R. of Iran 

National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, I.R. of Iran 
Abstract 

Haloarcula sp. IRU1 is an extremely halophilic archaeon which isolated from Uromia 
salt lake water. It exhibits high resistance to ionizing and ultra violet radiation and 
hydrogen peroxide. In this study, optimization of media components, pH, temperature 
and sodium chloride concentration for the growth and biomass production of 
Haloarcula sp. IRU1 was carried out using Taguchi method. By considering the 
Taguchi orthogonal array tables at 5 factors and 4 levels, 16 trials were designed. For 
each trial, sampling was performed twice immediately after inoculation and optical 
density (OD) was measured by the spectrophotometer at 600 nm. In the way, bacterial 
growth curve for each repeat of every trial was designed. In all of the trials, the 
concentration of inoculum was 5% and aeration was carried out at 220 rpm. Cell dry 
weights (grams per litre) of the above mentioned conditions were compared together by 
the Qualitek-4 program. The results showed that temperature had the most effect on the 
growth among several factors and there was no direct relation between sodium chloride 
concentration and culture medium composition. The optimum conditions obtained were 
pH 7; temperature 47 ◦C; culture medium B; NaCl 20% (w/v). In these optimal 
conditions, the obtained cell concentration of 0.023 g.L-1 dry weight.h-1 was in 
agreement with predicted cell concentration.   

Keywords: Haloarcula, extreme halophile, Uromia salt lake- growth assessment, 
Taguchi method  
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