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Abstract  

Background and Objectives: Chitin is the second most abundant polymer on the earth, that found 

in the cell wall of fungi, the exoskeleton of insects and crustaceans. Chitin is decomposed by     

chitinases and the compounds derived from them can be very useful and beneficial for treating 

some diseases. The production of this enzyme by halophilic microorganisms, especially archaea, 

increases the value of these enzymes in industries due to their ability to withstand harsh conditions. 

Materials and methods: The isolates of this study were obtained by sampling from several areas 

of Hormuz Island in the Persian Gulf of Iran and cultivating them in DSM medium with shrimp 

shell as the only carbon source. Quantitative measurements were performed to examine the 

amount of chitinase enzyme in the isolates and select the best isolate, followed by the necessary 

tests to identify the selected isolate. 

Results: The outcomes indicated the presence of chitinase-producing archaea with different 

amounts of the enzyme based on the consumption of colloidal chitin as the sole carbon source. 

The selected isolate (E) (Halarchaeum rubridurum ASFM1402) had a high potential (9.12 IU/mL) 

produce large amounts of chitinase enzyme from colloidal chitin. 

Conclusion: Considering the geographical conditions of the southern regions of the country and 

the presence of the sea and the fishing industry, as well as the abundant chitinous wastes resulting 

from them, it is important to find ways to remove these wastes in such a way that they do not have 

harmful environmental effects. Our research can be the beginning of extensive research in this   

area. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 3041( تابستان 95سال هفدهم شماره دوم )پیاپی 

 40– 50صفحات 

 تولید کیتیناز با استفاده از پوست میگو در جزیره هرمز ایران جداسازی آرکیا با پتانسیل بالای

 1، گیتی امتیازی2، مریم سادات جلیلی طبائی*2، سهیلا عباسی3فرحناز سادات میرلوحی 

استادیار، گروه میکروبیولوژی، دانشکده  2های زیستی، دانشگاه شهید اشرفی اصفهانی، اصفهان، ایران.  دانشجوی کارشناسی ارشد، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری 1

های زیستی، دانشگاه شهید اشرفی اصفهانی،  استاد، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری 3های زیستی، دانشگاه شهید اشرفی اصفهانی، اصفهان، ایران.  علوم و فناوری

 اصفهان، ایران.

 چکیده

ها و همچنین در اسکلت بیرونی حشررا  و سر رت کیتین دومین پلیمر فراوان روی زمین، موجود در دیواره قارچسابقه و هدف: 

ها بسیار مفیرد و  تواند جهت درمان بعضی از بیماریها میشود و ترکیبا  حاصل از آن وسیله کیتینازها تجزیه میپوستان است که به

دلیل قابلیت تحمل شرایط س ت و شردیرد، های هالوفیل خصوصا آرکیا، بهوسیله میکروارگانیسمسودمند باشند. تولید این آنزیم به

 برد. ها را در صنایع بالاتر میارزش این آنزیم

هرا در برداری از چندین منطقه از جزیره هرمز در خلیج فارس ایران و کشرت آنهای این پژوهش با نمونهجدایهها: مواد و روش

هرا و های کمی برای بررسی میزان آنزیم کیتیرنراز جردایرهعنوان تنها منبع کربن حاصل شد. سنجشبا پوست میگو به DSMمحیط 

 های لازم برای شناسایی جدایه منت ب صور  گرفت.انت اب بهترین جدایه و سپس تست

عنوان تنها منبع های حاکی از حضور آرکیای مولد کیتیناز با مقادیر متفاو  از آنزیم براساس مصرف کیتین کلوئیدال بهبررسیها: یافته

برای تولید مقادیر  ( IU/mL52129دارای پتانسیل بالا )  Halarchaeum rubridurum ASFM1402با نام   (E)کربن بود. جدایه منت ب

 زیادی آنزیم کیتیناز از کیتین کلوئیدال است.

با توجه به شرایط جغرافیایی مناطق جنوبی کشور و وجود دریا و صنعت شیلا  و همچنین ضایعا  فراوان کریرتریرنری  گیری:نتیجه

ای که اثرا  زیست محیطی م رب کاهش یابند، اهمیت دارد.  منظور حذف این ضایعا  به گونههایی بهها، یافتن روشحاصل از آن

بررسی و یافتن تعدادی از آرکیای تولید کننده آنزیم، خصوصا از منطقه جزیره هرمز که گزارشی از آن تا به حال ثبت نشرده اسرت، 

 ها در این مناطق است. ی این گونه پژوهشگام اولیه

 کیتیناز، آرکیا، کیتین کلوئیدال، جزیره هرمز. کلما  کلیدی: 

 
 1/3323213پذیرش مقاله:                                  /1/332/2ویرایش مقاله:                                   1/332325دریافت مقاله: 

های زیسرتری،  *( آدرس برای مکاتبه: گروه بیوتکنولوژی، دانشکده علوم و فناوری
 دانشگاه شهید اشرفی اصفهانی، اصفهان، ایران. 

  soheila522003@yahoo.comپست الکترونیک:              35132333332تلفن: 

 م دمه     

تعداد مش صی از بیوپلیمرهای تجدید پذیر وجود دارنرد کره                                                     

عنوان مواد اولیه اصلی برای فرآیندهای م تل  زیستی به کار                                                           به  

یک پلی ساکارید نامحلول،                         روند. کیتین یکی از بیوپلیمرها و                                 می  

پذیر، زیست سازگار،  ریرر سرمری و جرز                                   زیست ت ریب          

هرا،       ساختاری بسیاری از موجودا  مانند س ت پوستان، جلبک                                                

که توسط کیتینازها تر رریرب                           مهرگان دریایی است                 ها، بی      قارچ    

نظر ساختاری، یک بیوپلیمر متشرکرل                                از      کیتین      (.      2و 1شود )       می  

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خرلاقرانره )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده  یرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب

https://ris.iau.ir/show-stat-person?xyz=VUNeCop7Sm3zv1-1XChxGa_6PdBn5-Kib-Oam0aAHyYsvdTjEDCmXmCzotAP4USNrzFIufPafKwyxWWID1MAA7wXxkZHSe-7_LTvosgK7wKiCpPoWB8MBy148T-6vdpY3HLZu3L5HkOrAGgBKb2HzgXyZXyZ
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گلوکزآمین است که با پریرونردهرای                              -Dاستیل       -Nاز واحدهای            

 (.  1اند )     یکدیگر متصل شده                 به     (    - گلیکوزیدی )           

ها هستند که کریرتریرن،                      کیتینازها گروه بزر  و متنوعی از آنزیم                                     

کننرد. ایرن             دومین پلیمر رایج جهان پس از سلولز را تجزیه می                                             

کند و به این              های مونومری تجزیه می                    آنزیم، کیتین را به مولکول                         

هرا و      صور  کاربردهای بسیاری در ارتبا  با مدیریت آلودگی                                                

هرا و      های دریایی، مدیریت ضایعا ، کنترل زیستی قرارچ                                           زباله     

حشرا  بیماریزا خصوصا در صنایع کشاورزی، صنایع  ذایری،                                                     

های تک سرلرولری،               آرایشی و بهداشتی، پزشکی، تولید پروتین                                     

( و جداسازی پروتروپرلارسرت                       COSتولید کیتوالیگوساکاریدها )                          

 (.  2)   دارد    

عرنروان       ، کیتیناز توسط برنرارد بره                        1511برای اولین بار در سال                       

جدا شده از خمیر ارکیده مشاهرده شرد کره خروا                                           ب شی      

کیتینولیتیک، نفو  پذیر و پایداری در برابر حررار  را نشران                                                                   

کلاس م تل ، برر                 3کیتینازها بر اساس توالی ژنی به                                  (.    1داد )     

گروه و          2اساس محل اثر آنزیم )اندوکیتینازها و اگزوکیتینازها(                                                    

بر اساس گلیکوزیل هیدرولازها )طبق توالی اسیدهای آمینه( بره                                                         

کریرتریرنرازهرای حراصرل از                    (.      3و 2شوند )      دسته تقسیم می               /

ترر              ها در بح  صنایع، پایردارترر و مرطرلروب                                 میکروارگانیسم             

 (.  2هستند )       

های کیتینی منابع آبی، آنرزیرم                             ها و زباله          در زمینه حذف آلودگی                   

تواند بسیار سودمند و کارآمد باشد  زیرا اک ر فرآیندها                                                      کیتیناز می          

و ترکیبا  شیمیرایری مرانرنرد مرواد قرلریرایری مر رترلر                                                                                        

   (9-3      NaOH / KOH             و اسیدهرای قروی                                برای پروتین )زدایی

   (N  2–  1229  HCl                                            که بررای )2 اسید استیک برای دمینرالیزاسیون

شرونرد، از نرظرر              های زیستی اسرترفراده مری                    تصفیه این زباله               

باشند. این مواد شیمیایی                         اکولوژیکی، تهاجمی و منبع آلودگی می                                  

مضر مانند اسید و قلیا در محیط آبی منتشرر شرده و هرمرراه                                                     

محصولا  جانبی صنعت فرآوری میگو به گیاهان و جرانروران                                                   

رساند و این در حالی است کره اسرترفراده از                                       آبزی آسیب می            

هرای     ها برای انرجرام واکرنرش                     های آن      های کامل یا آنزیم                   سلول    

شیمیایی جهت حذف کیتین، به روشی سازگار با محیط زیست،                                                     

 (.  /جایگزینی برای  لبه بر این مشکلا  است )                                     

با توجه به اینکه در فرآیندهای صنعتی، انجام واکنرش ترحرت                                                      

هایی داشتره            ها باید ویژگی             گیرد، آنزیم             شرایط س ت صور  می                 

.   (   /ها را برای ایرن مرنرظرور مرنراسرب کرنرد )                                باشند که آن           

ها هستند که تحت شررایرط                       ها گروهی از ارگانیسم                      اکسترموفیل          

شدید مانند دمای بالا و پایین، شوری و فشار سرازگرار                                                     محیطی     

(. کیتینازهای اکسترموفیل به دلیل ترحرمرل شررایرط                                             9اند )     شده   

ترر      شدید و س ت، نسبت به انواع مزوفیل، برای صنعت مناسب                                                 

هستند. منابع اصلی برای تولید اینگونه کریرتریرنرازهرا، آرکریرا                                                                   

 . ( 2باشند)        می  

هرا    هالوفریرل           ها،   های شور، گروه  الب میکروارگانیسم                                در محیط       

های هالوفیل عمدتا مرترعرلرق بره                              هستند و این میکروارگانیسم                         

هالوآرکیا در یک طی  وسریرعری از                                  (.    /باشند)      ی آرکیا می              دامنه     

شرایط استرس )استرس اسمرزی نراشری از خشرک شردن،                                           

های بالای نمک، اشعه یونیزان و اشعه مراورا  برنرفرش(                                                   لظت    

های هالوفیل دارای تررکریرب                         همچنین پروتین             .     (   9مانند)      زنده می       

های برالای          اسید آمینه منحصر به فردی برای سازگاری با  لظت                                             

های ترولریرد شرده تروسرط                    بنابراین، آنزیم                   (.    3نمک هستند )           

ها کاندیدهای خوبی برای کاربرد صنعتری مرحرسروب                                             هالوفیل       

های شردیرد          ها در محیط          شوند. پایداری و فعالیت این آنزیم                                  می  

(.    3هرا شرده اسرت )            منجر به کاربردهای بیوتکنولوژیکی آن                                  

هرای نرمرک،          های شور م تلفی همانرنرد دریراچره                            بوم     زیست    

های نمکی و  ارهای نمکی که در مناطق م تل  ایرران                                                  تالاب    

دوست و        های نمک       وجود دارند، برای طی  وسیعی از جمعیت                                   

 (.  3باشند )       تحمل کننده نمک مناسب می                       

ها در ارتبا  برا آرکریرا                       ها و جداسازی            با توجه به آنکه بررسی                     

ها کرمرترر اسرت و               ها و سایر میکروارگانیسم                       نسبت به باکتری              

اینگونه مطالعا  در داخل ایران به ندر  انجام شده است، مرا                                                         

ی هالوآرکیایی مرولرد                    برای اولین بار در صدد جداسازی جدایه                                   

های برکرر ایرن             ی هرمز به دلیل خا                   ی جزیره       کیتیناز از منطقه                

 منطقه برآمدیم.              
 

   ها  مواد و رو           

هرای     ها و جداسازی میکروارگرانریرسرم                          ال ( جمع آوری نمونه                   
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های مرترفراو  از               نمونه از آب و خا                    29تعداد       اکسترموفیل:             

نواحی م تل  جزیره هرمز، واقع در خلیج فارس ایران جرمرع                                                     

آوری و در این پژوهش مورد بررسی قرار گررقرترنرد. دمرای                                                  

ها، دمای محیط بود. برای جداسازی هالوآرکیا از                                              نگهداری نمونه             

درصد نرمرک،             1229تهیه شده از                  DSMها، محیط کشت            نمونه     

  عصراره         321  پپتون،          321    ، (CaCl2)  کربنا  کلسیم                32313

و      (K2SO4)      پتاسریرم سرولرفرا                329  گلوکز،          329م مر،       

  کلرامفنیکل )که پس از اتوکلاو اضافه شد( ساخرتره و                                                 32332

محیط نسبتا اسیدی و نرزدیرک بره خرنر ری                                        pH.   استفاده شد          

 سنجیده شد.          

تهیه         DSMسی محیط کشت مایع                سی    133های حاوی          ابتدا ارلن          

های خا  به میزان                    ها افزوده شدند. نمونه                     ها به آن          و سپس نمونه           

    1229شدند.        لیتر استفاد           میلی      1ی مایع به میزان                   گرم و نمونه             1

هایری کره            لظت نمک در ابتدا برای جداسازی میکروارگانیسم                                            

هرا بره         شوند، مناسب است. همه نرمرونره                          هالوفیل محسوب می                

درجه سلسیوس انتقال یافتنرد. در ادامره                                       33انکوباتور با دمای                   

روز از طرریرق کشرت                   /1ها بعد از           جداسازی هالوآرکیا، ارلن                       

 DSMهای آگاردار با همان ترکیبا  مرحریرط                                  سطحی به محیط            

درجه سلسیوس منتقل شردنرد.                           33اضافه و سپس به انکوباتور                          

  3،   3پس از آن جهت بررسی هر گونه علائم رشد، در روزهای                                                

های بررسی و حتی پس از                         بررسی شدند. در طی این دوره                            /1و   

سرازی، بره          های رشد یافته به منظور خرالر                              آن، تمامی نمونه               

درجره        33های کشت آگاردار جدیدی انتقال و در دمای                                          محیط    

  گذاری شدند          سلسیوس گرم انه              

جهت  ربالرگرری              های مولد کیتیناز:                   ب(  ربالگری کیفی جدایه                      

هرای     های رشد یافته در مرحله قبلی )یعنی کشرت                                       کیفی، نمونه           

و      DSMهای کشت آگاردار با ترکیب محیط                               (، در محیط            سطحی    

با جایگزین کردن کیتین کلوئیدال به جای گلروکرز، کشرت و                                                    

 درجه سلسیوس منتقل شدند.                         33سپس به انکوباتور                  

گرم پوسته             13ی کیتین کلوئیدال،                 برای تهیه         تهیه کیتین کلوییدال:                      

  افرزوده و            33(     HCLسی اسیدکلریدریک )                 سی    133میگو به         

ساعت در دمای اتاق قرار داده شد. پرس                                      2روی شیکر به مد                  

محیط سنجیده شرد                   pH  اضافه و         53سی اتانول           سی    933از آن       

  تا حتما باید در حد خن ی باشد. در صور  نیاز با افزودن سرود                                                        

 NaOH)/3                            دقیرقره برا دور                    23نرمال خن ی و سپس به مد  

rpm3 33                                                  سانتریفیوژ شد. در نهایت پس از دور ری تن مرایرع

مرحرتروا           PBS    رویی و چندین بار شستشو محتویا  زیرین با                                       

 درجه سلسیوس خشک شد.                     93تحت دمای          

عنوان تنرهرا مرنربرع                 نشده به         فراوری       ( استفاده از پوسته میگو                          

ها از مناطق جنوبری                   با توجه به محل جداسازی این جدایه                                کربن:       

هرای     ایران و فراوان بودن میزان میگو، ماهری، سرایرر فرراورده                                                  

ها در این مناطق، برای برررسری                             دریایی و ضایعا  حاصل از آن                          

های تولید این آنزیم، از پوسته میگرو                                    هایی برای کاهش هزینه                    راه   

 استفاده شد.              عنوان تنها منبع کربن                    به  

هرا و      پرس از جرداسرازی             د( سنجش کمی آنزیم کیتریرنراز:                            

ها، برای انت اب بهترین جدایه باید از تست و منحنی                                                     ربالگری        

استیل گلوکز آمین استفراده شرود. برا روش                                      -Nاستاندارد قند               

(، در رسرم           3)       1531اصلا  شده تایجی ایموتو و همکاران در                                    

مرولار( از          میلی      9،   /،   3،   2،   1 لظت )        9منحنی استاندارد، ابتدا                        

میکرولیتر از هر کردام                        393این قند تهیه و پس از م لو  کردن                                 

به هر کردام،                 (   Schale)   سی معرف اشل           سی    1ها با       از این  لظت           

دقریرقره         19درجه سلسیوس به مد                       3 ها را در بن ماری                  آن  

نانرومرترر           9 9جوشانیم و پس از خنک شدن، در طول مو                                        می  

کرنریرم.       مقادیر جذب را خوانده و منحنی استاندارد را رسم مری                                                

میزان فعالیت آنزیم کیتیناز با استفاده از مرنرحرنری اسرترانردارد                                                          

های م تل  ان استیل گلوکز آمین آزاد شرده در مرد                                                   لطت    

گرزارش          IU/mLزمان یک ساعت تعیین شده است و با واحد                                    

مرقردار             IU/mL        گردد. یک واحد فعالیت آنزیم کیتریرنراز                                  می  

میکرومول ان استیل گلوکز آمین در مرد                                        1آنزیمی است که               

 یک ساعت تحت شرایط مورد مطالعه آزاد کند.                                       

  9    -13ها نیز، ابتردا               برای سنجش میزان آنزیم هر یک از جدایه                                    

های مایع کیتین کلوئیدال و پوسته مریرگرو در                                         میلی لیتر محیط              

هایی که کردور                لیتر از نمونه             میلی      1ها تهیه و سپس میزان                       لوله    

افزاییم. پس از طری                   ها ساخته شده، می                معادل نیم مک فارلند آن                      

ها را سانتریفیوژ                  روز(، ابتدا آن                5تا       ی رشد )حدود             شدن دوره        

ها و بررای هرر              های دیگر به تعداد نمونه                       کرده و سپس در لوله                  
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میکرولیرترر             93/میکرولیتر محلول کیتین کلوئیدال،                                   933نمونه         

میکرولیتر از هرر نرمرونره را                            93و       9برابر          pH    بافر استا  با             

درجه سلسریروس               33ساعت در انکوباتور                     1م لو  و به مد                 

میکرولیترر             233ها را خار  و              دهیم. بعد از این زمان آن                        قرار می       

منظور توق  واکرنرش افرزوده و مرجرددا                                 به    (NaOH     سود   

میکرولیتر از مایع رویی را برا                                393کنیم. در ادامه                سانتریفیوژ می             

درجره        3 میلی لیتر معرف اشل ترکیب و در برن مراری                                         1

دقیقه قرار می دهیم. در انتها میزان جذب                                          19سلسیوس به مد                

 کنیم.     نانومتر خوانده و ثبت می                         9 9ها را در طول مو                   آن  

ی   ه( شناسایی میکروسکوپی و بیوشیمیایی و مولکولی جردایره                                                  

بررای برررسری              TSA    ها در محیط کشرت              همگی جدایه          برتر:       

هالوتلرانت یا هالوفیل اجباری بودن کشت شدند. سپس بر روی                                                        

هرای       ی منت ب از نظر تولید آنزیرم کریرتریرنراز، تسرت                                       جدایه     

بیوشیمیایی مانند تست سیترا ، احیا نیترا ، مصرف قنردهرای                                                       

های میکروسکوپی و رنر  آمریرزی                            ، بررسی       MR/ P    م تل ،      

 ( انجام گرفت.                گرم طبق روش دوساولت )                     

کلروفرم استفاده                   -باکتری از روش فنل                   DNAمنظور است را                به  

 S  منظور شناسایی جنس باکتری و تک یرر نراحریره                                      گردید. به         

rRNA                 مراز      ای پلی      از واکنش زنجیره(PCR)               و پررایرمررهرای

 اختصاصی این ژن شامل:                    
 

20F  (TCCGGTTGATCCTGCCG)  

1530R  (AAGGAGGTGATCCAGCC)  

  3میکرولیتر شامل                  29با حجم نهایی                PCRاستفاده شد. واکنش                   

شرکت تراکرارا               Master mixمیکرولیتر             12،   13 لیتر بافر           میلی    

میرکررومرول آب               3میکرومول از هرکدام از پرایمرها،                                   1زاپن،       

 انجام شد.             DNAمیکرولیتر از                9دیونیزه شده و               

  9، شامل مرحله آ از                   16S rRNAبرنامه حرارتی برای تک یر ژن                             

درجه سلسیوس و در                    59دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                  

درجره        59چرخه شامل واسرشت شردن در دمرای                                39ادامه       

درجه سلسیوس                9دقیقه، اتصال در دمای                        1سلسیوس به مد                

درجه سلسیوس بره                  32ثانیه، طویل شدن در دمای                           9/به مد         

ثانیه انرجرام               33درجه به مد                32دقیقه و مرحله پایان                       9مد      

درصد واجد اتیدیوم                     129به ژل آگارز               PCRگرفت. محضولا               

منظور تعییرن             بروماید منتقل و الکتروفورز گردیدند. در نهایت به                                               

توالی شناسایی و ت یید سویه انت اب شده، نمونه به مرکز  خایر                                                            

  16S rRNAژنتیکی ایران ارسال گردید. توالی نوکل وتیدی ژن                                               

هرا                    هرای مرنرترشرر شرده در پرایرگراه داده                            تعیین و با توالی                

EzTaxon             .بلاست گردید 

با کیتین کرلروئریردال                     DSM    محیط کشت        و( رسم منحنی رشد:                   

هرا ترهریره         لیتر در لوله            میلی      13عنوان تنها منبع کربن به میزان                                 به  

عنوان بهترین جدایره مرولرد                         ی مورد نظر که به                گردید. از جدایه               

نرمرک     فارلنرد در آب            مک  کیتیناز بود،  لظتی معادل  لظت نیم                                 

هرا افرزوده شرد.               های کشت داخل لوله                   تهیه و به محیط                1229

درجه سلسیوس منتقل و میزان رشرد و                                   33سپس به انکوباتور                  

 روز سنجیده و ثبت گردید.                         12تولید آنزیم کیتیناز به مد                             

ه( بهینه سازی ترکیبا  و شرایط محیطی رشد و تولید آنرزیرم                                                       
،   19،   /برای بررسی اثر دماهای متفراو  )                              کیتیناز جدایه برتر:                     

( درجه سلسیوس بر روی رشد و تولریرد آنرزیرم،                                         9/،   39،   29

عرنروان       با کیتین کلوئیدال بره                       DSMتعدادی ارلن حاوی محیط                     

منبع کربن ساخته شد. سپس از جدایه مورد نظر،  لظتی معرادل                                                        

 ها اضافه گردید.               فارلند تهیه و به ارلن                     مک   لظت نیم        

  هرای   در ساخت محیط برای بررسی اثر  لظت نمک، مرحریرط                                          

DSM                         عنوان منبع کربن اما با درصدهرای                                را با کیتین کلوئیدال به

 ( تهیه و پس از                 29 ،    23 ،    19 ،    1229 ،  13 ،  9متفاو  نمک )            

هرا    فارلنرد، بره آن             مک  آن جدایه منت ب را با  لظت معادل نیم                                   

 درجه سلسیوس قرار داده شد.                           33تلقی  و در انکوباتور                      

تعدادی از ترکیبا  حاوی کیتین مانند پوسته میگرو، کریرتریرن                                                      

کلوئیدال، گلوکز، پودر مورچه، سبوس برنج و کاه و سربروس                                                     

عنوان منبع کربن استفاده شدنرد.                               ها به     گندم برای بررسی تاثیر آن                        

عرنروان       هر بار یکی از این ترکیبا  بره                              DSM    در ساخت محیط            

تنها منبع کربن افزوده شدند. در آخر از جدایه مورد نرظرر بره                                                         

 درجه سلسیوس منتقل شدند.                         33ها تلقی  و به انکوباتور                           آن  

روز ترحرت           3های آماده و تلقی  شده بعد از مد                                   تمام محیط         

سنجش برای بررسی میزان رشد و تولید آنزیم کیتریرنراز قررار                                                      

 گرفتند.       

ها      تمامی آزمایشا  به صور  مستقل سه بار تکرار گردید. داده                                                     
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انحرراف معیار بیان شده اسرررت. در                                       بره صرور  میانگیرن                    

 IBMافرزار     با اسرتفاده از نرم                     t-studentاز      هرا   مقایسره آزمرایش               

SPSS Statistics 25                          .مورد مطالعه قرار گرفت 

 

 ها    یافته     

هرای     از نمونره        های اکسترموفیل:                 ال ( جداسازی میکروارگانیسم                          

ی هرمز ایرران،               آوری شده از مناطق م تل  جزیره                             م تل  جمع         

 A, B, C, D, E,F    ترتیب با حرروف             دست آمد که به             جدایه به          3

 نامگذاری و خال  سازی گردید.                           

های حراوی          پلیت    های مولد کیتیناز:                   ب(  ربالگری کیفی جدایه                      

عنوان تنها منبع کربرن ترهریره                           محیط کشت با کیتین کلوئیدال به                             

ها بررسی شد.              دست آمده، بر روی آن                   جدایه به          3گردید و رشد             

عنوان تنها منبع                 جدایه قادر به استفاده از کیتین کلوئیدال به                                            3هر    

کربن و درواقع مولد کیتیناز بودند. سنجش کمی آنزیم هر کردام                                                          

 و تعیین بهترین جدایه در ادامه پژوهش صور  گرفت.                                              

عرنروان       با پوسته میگو بره                   DSM نتایج بررسی رشد روی محیط                        

ها بره       جدایه، همه جدایه                  3تنها منبع کربن نشان داد که از میان                                    

توانایی رشد روی پوستره مریرگرو را                                   C      D    های   جز جدایه        

 (.  1داشتند )شکل             

دسرت طبق معادله خط بره   ( سنجش کمی میزان آنزیم کیتیناز:

( و 2استیل گلوکز آمین )شکل -N  آمده از منحنی استاندارد قند

محاسبه میزان  لظت قند آزاد شده )فعالیت آنزیم( با توجه بره 

، بالاترین میزان آنزیرم Eی میزان جذب نوری هر جدایه، جدایه

را بر روی کیتین کلوئیدال تولید کرد و  ( IU/mL52129)   کیتیناز

عنوان بهترین جدایه در این پرژوهرش انرتر راب گرردیرد        به

 (. 3)شکل 

،  : جدایره E، ب: جدایه Aکشت بر روی پوسته میگو  ال : جدایه :  1شکل 

B د: جدایه ،F. 

 .استیل گلوکز آمین-Nنمودار استاندارد قند : 2شکل 

همچنین با محاسبه  لظت آنزیم تولید شده توسط هر جردایره 

عنوان تنها منبع کربرن، رشدیافته در محیط حاوی پوسته میگو به

 لظت آنزیم، بیشترین میزان تولریرد   IU/mL 9با میزان D  جدایه

 (.3آنزیم را داشت )شکل 

 .E لظت آنزیم کیتینازتولید شده توسط جدایه : 3شکل 
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ها و خصوصیا  جدایه آرکیایی برتر مولد کیرتریرنراز: د( ویژگی
جدایه بر اساس مشاهدا  منطبرق  3، از بین E  ی منت بجدایه

های مدور و نسبتا محدب سفیدرن  بود ، دارای کلنی/با شکل 

آمیزی گرم، گرم مرنرفری برا اشرکرال مرترفراو  و در رن 

     133مورفیسم( در زیر میکروسکوپ برا برزرگرنرمرایری  )پلی

 مشاهده شد.

را دارد کره بره مرعرنرای  TSA  این جدایه توانایی رشد در

هالوتولرانت بودن آن است. هرمرچرنریرن قرادر بره مصررف         

قندهای گلوکز، لاکتوز، گزیلوز، فروکتوز و آرابریرنروز اسرت.       

در حالی که توانایی استفاده از قندهرای مرانریرترول، سراکرارز 

            P،  H2S   )سوکروز(، رامنوز و سروربریرترول را نرداشرت.

آن مر ربرت   MRآن منفی اما سیترا ، نیترا ، اندول، حرکت و

 بود.

، 16S rRNAوتعیین توالی ژن  DNA ،PCRپس از است را  

در  BLAST  توالی با استفاده از نرم افزارجستجوگرنتایج تعیین

هرای مروجرود در برانرک ژنری        با سایر توالی NCBI  سایت

 16S rRNAخروانری ژن مقایسه گردید. نتایج حاصل از توالی

نروکرلر روتریرد بره              1/33نشان دادند که سویه مرذکرور برا 

قررابرت  Halarchaeum rubridurum  با سرویره 55میزان 

 ASFM1402   Halarchaeumبه نامفیلوژنی داشت. این سویه 

rubridurum                     نررامررگررذاری و بررا شررمرراره دسررترررسرری

Gen bank PQ482386   در پایرگراه دادهNCBI        بره ثربرت

 رسید.

دسرت بر اساس نتایرج برهه(ارتبا  منحنی رشد و تولید آنزیم: 

، رشد و تولید آنزیم این جدایره 3آمده و قابل مشاهده در شکل 

در سنجش در روزهای متوالی، به طور کامل با هم منطبق نبرود. 

 3، به مد  Eدر مد  زمان سنجش مداوم آنزیم و رشد جدایه 

عنوان بهترین مد  زمان برای تولید بالاترریرن روز، این زمان به

 دست آمد.میزان آنزیم کیتیناز این جدایه به

آمریرزی گررم رن ، ب: DSMبر روی محیط   Eکشت جدایهال : :  /شکل 

 .x100 با بزرگنمایی  E جدایه

 درخت فیلوزنی سویه قابل مشاهده است. 9در شکل 

 ASFM1402   Halarchaeum rubridurumدرخت فیلوژنی سویه: 9شکل 

 . Eمنحنی رشد و تولید آنزیم کیتیناز سویه: 3شکل 

در    سازی شرایط رشد و تولید آنزیم کیتیناز جدایه برتر:                                                  و( بهینه        

بررسی شرایط رشد و تولید آنزیم، مصرف کیتین کرلروئریردال                                                    

 ، و دمرای           1229عنوان منبع کربن به همراه  لظت نرمرک                                     به  

عنوان شرایط بهینه رشرد و                         درجه سلسیوس به                39انکوباسیون            

 تولید آنزیم مش   شد.                    



 و همکاران.فرحناز سادا  میرلوحی  تولید کیتیناز از پوست میگو توسط آرکیا. .1/33ها، سال هفدهم شماره دوم، تابستان  دنیای میکروب

91 

نشان داده شده است، رشد این سویره                                   3گونه که در شکل                  همان    

تر در بالاترین میزان خود قرار داشرت                                   های نمک پایین             در  لظت       

و با افزایش میزان  لظت نمک، میزان رشد کراهشری برود در                                                    

  مشاهده          1229صورتی که بالاترین میزان تولید آنزیم در  لظت                                            

عنوان منبرع کرربرن،                  گردید. همچنین با آنکه کیتین کلوئیدال به                                       

کرنرد، امرا          نسبت به سایر منابع رشد بسیار کمتری را ایجاد مری                                              

 بیشترین میزان تولید آنزیم مربو  به آن است.                                            

 

 بح    

های با شوری بالا، شرایط م تل  دیگری مانند دمرا،                                               در محیط       

نیز ممکن است                 pHفشار، خشکی، کمبود مواد مغذی، ارتفاع و                                     

هرا،     جمعیت میکروبی  الب در ایرن مرحریرط                              .     (   5دیده شود )          

آرکیای هالوفیل که                     .   (   /باشند )       ها خصوصا هالوآرکیا، می                      هالوفیل       

مرولار        2-3های بالای نمرک بریرن                  برای رشد نیازمند  لظت                     

های متابولیکی متفاوتی بررای ترحرمرل ایرن                                     هستند، سازگاری              

هرای ایرن         (. بدین صور  آنزیرم                  5اند )     شرایط س ت پیدا کرده                   

ترر و      ها برای کاربردهای صنعتی مناسرب                             نوع از میکروارگانیسم                    

 . ( 3کارآمدتر خواهند بود )                     

هالوآرکیا در ارتبا  با فساد محصولا  نمکی مانند ماهی شرور                                                        

های دبا ی شده در صنعت چرم، شناخته شدند و در                                             و یا پوست         

 (.  9های مقاوم به نمک زیادی دارند )                              ژنوم خود ژن           

کیتینازها به دلیل قابلیت هیدرولیز کیتین در اسکلرت بریررونری                                                         

ی ضایعا  کریرتریرنری                 ها، تجزیه         حشرا ، دیواره سلولی قارچ                        

هرای     دریایی کاربردهای بیوتکنولوژیکی م تلفی دارند. در سرال                                                   

قارچی م رترلر  جرداسرازی،                          های باکتریایی و                 گذشته، جدایه            

اند که کریرتریرنرازهرا را سرنرترز                                          سازی و مش   شده                 خال     

های آرکیایی در کرنرار دیرگرر                          با این حال کیتیناز                  (.      1کنند )        می  

هرای     کیتینازهای باکتریایی از منابع مهم و اصلی تولید کیرتریرنراز                                                      

 . ( 2شوند )      اکسترموفیل محسوب می                   

تروسرط        3 15کش  و توصی  اولین هالروآرکر را در سرال                                  

  بری  هالوکوادراتروم والرس                  بی انجام گرفت و به نام                        والس      آنتونی      

سال بعد مروفرق بره کشرت ایرن                           29شناخته شد  اگرچه تا                     

 .     ( 13نبودند )            میکروارگانیسم             

دوست قرابرل             های نمک         تنوع آرکی         ، اولین بررسی               2313در سال        

عنوان محیطی منحصر به فرد برا                             برون، به          کشت در تالاب اینچه                 

دوسرت        هرای نرمرک         هدف بررسی گوناگونی و شناسایی آرکی                                 

ساکن و تعیین نقشه زیستی این محل، توسط مهرنوش رسرولری                                                    

همچنین تحقیرقری بررای                      (.    11و همکاران در ایران انجام شد )                             

  نراترریرن رمرا                             ی فعالت ژن کیتیناز در جرنرس                           اولین بار در زمنیه                  

   (Natrinema                                              جداسازی شده از دریاچه ارومیه با اسرترفراده از )

PCR         های کمی توسط مریم یاوری و هرمرکراران در                                      و بررسی

 . ( 3در ایران انجام شد )                     2315سال     

 .ال ( بهینه سازی منبع کربن، ب ( بهینه درجه حرار ،  (  لظت نمک بهینه، E های بهینه سازی جدایهنمودار: 3شکل 
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های پرشور م تل  در ایران، زیستگاه بسیار مناسبری                                                زیست بوم        

های فریرلروژنری نرمرک                 گروه    ای از       برای حضور طی  گسترده                    

باشد. حضرور فرراوان گرامرا                        دوست و تحمل کننده نمک می                        

ها و آرکریرا            پروت وباکترها و هالوآرکیا به ترتیب از گروه باکتری                                                 

  ی نراقرونری                                  ای بود که در مرطرالرعره                   در دریاچه میقان، نتیجه                      

 (Naghoni                    و همکاران در سال )( 3دست آمد )         به    2315 . 

با توجه به عدم وجود گزارشاتی در زمان نگارش این مقالره از                                                         

ی هررمرز،         ی جزیره       جداسازی هالوآرکیای مولد کیتیناز در منطقه                                        

شود. ما برا            این پژوهش اولین بررسی در این زمینه محسوب می                                           

هایی از مناطق م تل  جزیره هرمز، به جستجروی                                           بررسی نمونه           

های هالوآرکیایی مولد کیتیناز پررداخریرترم. برر اسراس                                                جدایه     

(،    12)       2 15هایی مانند بررسی دیتر الهارد و همکراران                                          گزارش     

آرکیا، برخلاف آنیزومایسین، نسبت به کلرامفنیکل حساس نبوده                                                         

همین دلیل برای جداسازی آرکیا از همان مراحل اولیره بره                                                     و به    

هرا    ترکیب محیط کشت کلرامفنیکل اضافه شد تا از رشد باکتری                                                   

در یک طی  وسیع ممانعت نماید و به این گونه ما تنها شراهرد                                                        

 رشد آرکیا در محیط بودیم.                        

در این پژوهش بهترین جدایه مولد کیتیناز )از نرظرر مصررف                                                     

ی هرمز را با ترعردادی                     کیتین کلوئیدال( از مناطق م تل  جزیره                                    

های بیوشیمیایی و میکروسکوپی برررسری نرمرودیرم.                                           از تست      

های محدب، کروی و سرفریرد برا                          ی منت ب دارای کلنی                    جدایه     

م برت برود در               ، MRتست حرکت، سیترا ، نیترا ، اندول و                                   

 ان منفی بودند.                P   ،S2H حالی که         

ای با توانایی               ی روند جداسازی و مش   کردن جدایه                                در ادامه        

بهتر در تولید کیتیناز از کیتین کرلروئریردال کره مرعرمرولا در                                                     

ی استاندارد پرکاربرد است استفراده                                  های کیفی به شیوه                   ربالگری        

شد. به علت فراوان و متمرکز بودن صنعت شیلا  در نرواحری                                                    

ها از نظر           ها، جدایه         جنوبی کشور و ضایعا  کیتینی حاصل از آن                                     

رشد بر روی محیط حاوی پوسته میگو فراوری نشده، همچنیرن                                                     

عنوان تنها منبع کربن و تولید آنرزیرم نریرز                                        مصرف این ماده به                

بره       Eبررسی شدند. میزان جذب نوری و  لظت آنزیم جدایره                                             

و برا          mmol 52129و     321/2ترتیب با مصرف کیتین کلوئیدال                              

 بود.        mmol 32 39و      3239مصزف پوسته میگو                 

هایی همانند بررسی فعالیت ژن                             نحوه سنجش آنزیم در پژوهش                        

و      PCR( با استرفراده از               )Natrinemaناترین ما           کیتیناز در جنس                

  2315های کمی توسط مریم یاوری و همکاران در سال                                          بررسی     

یک کیتینراز              2315( و پژوهش چن، لینا و همکاران                              3در ایران )          

آرکیا با  رفیت ثانویه برای کاتالیز سرلرولرز و کراربرردهرای                                                      

        DNS، روش       (   13)   بیوتکنولوژیکی آن در ت ریب پوسته و کاه                                       

دی نیتروسالیسیلیک اسید( بود که این روش میزان هر نوع                                                       3 9)   

کند  در حالی که مرا در                       قند احیاکننده آزاد شده را سنجش می                                 

پژوهش خود برای سنجش آنزیم کیتیناز از معرف اشل استفراده                                                       

استیرل گرلروکرز آمریرن را                     -Nکردیم که اختصاصا میزان قند                            

ترری نسربرت بره                       ی دقریرق      سنجد. در این صور  نتیجره                         می  

                                                           DNSهرایری کره در آن از روش                    تحقیرقرا  و برررسری               

 آید.    دست می      دی نیتروسالیسیلیک اسید( استفاده شده، به                                         3 9) 

دوسرت اجربراری               های نرمرک         برای جداسازی آرکیا و باکتری                           

های مناسبی معرفی شرده                        محیط       JCM 168و    MGMهای     محیط    

هایی هستند            ، محیط      JCMو     MH1های       محیط    است، در حالی که                 

های اسید دوسرت                 ها جداسازی میکروارگانیسم                        توان با آن          که می     

. در      (   11اسیدی را انرجرام داد )                      pHیا قادر به رشد بهینه در                         

درصد( کره در               1229بررسی حاضر، با توجه به  لظت نمکی )                                  

هرای     استفاده شده بود، توانستیم انواع هرالروفریرل                                         DSMمحیط      

 ها را جدا سازی نماییم.                        هالوتولرانت           اجباری متوسط و                
 

 گیری    نتیجه     

در این پژوهش با نمونه برداری از چندین ب ش جزیره هررمرز                                                      

های آرکیرا در ایرن                  اولین جداسازی تعدادی از میکروارگانیسم                                     

های صرور           ها و  ربالگری             منطقه انجام گرفته و پس از بررسی                               

گرفته، بهترین جدایه مولد کیتیناز با استفاده از کیتین کلوئریردال،                                                                

های بیوشیمیایی و میکروسکوپری                             جداسازی شد و مورد بررسی                       

دست آمده قادر به رشد بر روی پروسرت                                  قرار گرفت. جدایه به                   

وری تولید کیتینراز                   باشد که بهره            عنوان تنها منبع کربن می                       میگو به       

هرای     های بکر و جمرعریرت               دهد. قابلیت           را در صنایع افزایش می                     

آرکیایی شناسایی نشده در این منطقه  و کاربردهای بسیاری کره                                                          

توانند در آیرنرده                 توانند در صنایع گوناگون داشته باشند، می                                       می  
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 های دیگر قرار گیرند.                    محور پژوهش          

 

 ملاح ات ا لا ی            

نویسندگان تمامی نکا  اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار                                                       

سازی را در این مقرالره رعرایرت                              ها و داده           دوگانه، تحری  داده                  

 اند.      کرده    

 

  ت کر و  دردانی              

این پژوهش با حمایت گروه میکروبیولوژی دانشکده عرلروم و                                                     

های زیستی دانشگاه اشرفی اصفهانی اصفرهران انرجرام                                                فناوری      

گردیده است. بدین وسیله از مس وولین این دانشکده تشکرر و                                                       

 نماییم.         قدردانی می          

 

 ت ار  مناف            

 وجود ندارد.           
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