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 شور های  های نمک دوست نسبی تولید کننده پروتئاز از خاک  جداسازی و شناسایی باکتری

 3*، مریم قانع6نیلوفر قربانی رز
، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد اسلامشهر، استادیار 2دانشگاه آزاد اسلامی، واحد اسلامشهر، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی، دانشجوی کارشناسی ارشد،  1

 دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی.

 چکیده

های مختلف   هایی هستند که نه تنها در برابر غلظت های نمک دوست نسبی منابع بسیار خوبی برای تولید آنزیم باکتری سابقه و هدف:

های نمک   و دما هستند. این مطالعه با هدف جداسازی باکتری pHنمک پایدارند، بلکه دارای فعالیت بهینه در محدوده وسیعی از 

 های شور استان البرز انجام شد.   دوست نسبی تولید کننده پروتئاز از خاک

درصد نمک  5های نمک دوست تولید کننده پروتئاز با استفاده از محیط اسکیم میلک آگار دارای   غربالگری باکتریها:   مواد و روش

های مختلف نمک بر فعالیت   و غلظت pHانجام شد. فعالیت آنزیمی با روش رنگ سنجی ارزیابی شد و اثر عوامل مختلف مانند دما، 

 های مولکولی صورت گرفت. های بیوشیمیایی و روش آنزیمی بررسی گردید. همچنین شناسایی سویه با روش

ترین هاله پروتئولیز و   با بزرگ B8سویه نمک دوست با فعالیت پروتئولیتیکی جدا شد. از این میان سویه  11در مجموع یافته ها: 

و  pH  5/5درجه سلیسیوس،  04برای مطالعات بیشتر انتخاب گردید. این آنزیم فعالیت بهینه را در دمای  U/mL  2/2میزان فعالیت 

ماند. آنزیم در محدوده   مولار( فعالیت همچنان باقی می 0های بالاتر نمک )تا   مولار نمک نشان داد. اگرچه در غلظت 4-4/5غلظت 

نشان داد  16S rRNAشد. آنالیز فیلوژنتیکی بر مبنای توالی   درصد فعالیت آنزیم حفظ می pH ،04  5/5فعال بود و در  pHوسیعی از 

 در بانک ژن ثبت گردید. Halomonas sp. strain HM_NG2است. این سویه با نام  هالوموناسکه سویه متعلق به جنس 

ویژگی پایداری حرارتی نسبی و نتایج نشان داد که پروتئاز تولید شده توسط سویه جدا شده در این تحقیق به دلیل نتیجه گیری: 

 تواند کاندید مناسبی برای کاربردهای زیست فناوری باشد. هالوآلکالوفیلی می

 هالوموناس.آنزیمی،  سنجشپروتئاز، واژگان کلیدی: 

 50مهر ماه پذیرش برای چاپ:     50شهریور ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: اسلامشهر، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد اسلامشهر، گروه زیست شنااسای.

 maryamghaneh@yahoo.comپست الکترونیک:  42150255145تلفن:    

 م دمه     

هایی هستند که باع  هیدرولیز پروتئین                                         پروتئازها آنزیم                       

های پروتئولیتیک یا پروتئیناز نیز                                      شوند و به آنها آنزیم                        می  

ها بر اساس ساختار و خوا  جایگاه                                     گویند. این آنزیم                    می  

های سرین پروتئاز، متالو پروتئاز، آس ارتیک                                               ات ال به گروه             

شوند. پروتئازها یکی از                            پروتئاز و سیستئین پروتئاز تقسیم می                                  

های صنعتی هستند و پروتئاز تجارتی                                      ترین گروه آنزیم                   مهم   

 (.    1دهد )         کل فروش آنزیم را به خود اخت ا  می                                   04حدود      

  به    ها      به عنوان افزودنی در شوینده                              ها علاوه بر اینکه                    این آنزیم         

مختلف مانند صنایع غذایی، دارویی،                                      روند، در صنایع                  کار می      

(.    2گیرند )           نیز مورد استفاده قرار می                            چرم و تشخی  پزشکی                 

توان از انواع موجودات مانند گیاهان، جانوران،                                                  پروتئازها را می               

ها به دست آورد. با این وجود پروتئازهای                                            ها و آرکی             باکتری      

ها        میکروبی نسبت به سایر پروتئازها برتری دارند. زیرا میکروب                                                       

کنند          برای رشد به ف ای اندکی نیاز دارند، به سرعت رشد می                                                 

و از لحا  ژنتیکی به آسانی قابل ت ییر بوده و امکان به دست                                                          

هایی با خوا  ت ییر یافته که به لحا  زیست                                              آوردن آنزیم           

 (.    2آید )       فناوری برای صنعت مناس  باشد، فراهم می                                     
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از آنجایی که اغل  فرآیندهای صنعتی در شرایط ناملایم از                                                      

های میکروبی                 و نمک صورت می گیرد، آنزیم                          pH لحا  دما،           

و غلظت          pHباید فعالیت بهینه را در محدوده وسیعی از دما،                                              

های شور             هایی که در محیط                   نمک داشته باشند. میکروارگانیسم                              

ها هستند.               کنند منبع مناسبی برای تولید این آنزیم                                         زندگی می        

هایی هستند                میکروارگانیسم               ، های نمک دوست                میکروارگانیسم             

 تواند در محدوده وسیعی از غلظت نمک زندگی کنند                                                  که می     

بر اساس میزان نمک مورد نیاز به نمک دوست                                          ( و      2-24) 

 عیف، نمک دوست نسبی و نمک دوست شدید تقسیم                                           

 (.  0شوند )        ها می       ها و آرکی           و شامل باکتری             شوند        می  

های         های نمکی، اکوسیستم                      ها در باتلا                این میکروارگانیسم                 

دریایی، دریاهای بسیار شور، استخرهای تبخیر نمک و معادن                                                       

های نمک دوست                  (. تاکنون باکتری                5کنند )          نمکی زندگی می             

فراوانی از منا ق مختلف جداسازی شده اند و کاربردهای                                                    

زیست فناوری آنها مورد ارزیابی قرار گرفته است. از آن جمله                                                          

توان به توانایی این باکتری ها در تجزیه ترکیبات شیمیایی                                                            می  

(   5(، پلی هیدروکسی آلکانوآت )                          5، تولید بتاکاروتن )                   ( 0)     سمی   

انواعی از             ( اشاره نمود.             5های سازگار اسمزی )                      و محلول       

های زیست فناوری مانند باکتریورودوپسین،                                            فرآورده       

ها،         هالورودوپسین، پلیمرهای زیستی، بیوسورفکتانت                                          

ها و داروهای  د تومور به                              ساکاریدها،  عم دهنده                        اگزوپلی       

 .     ( 14شود )       های نمک دوست تولید می                       وسیله باکتری            

های نمک             ها از باکتری                همچنین انواع مختلفی از اگزوآنزیم                                

دوست جدا شده است که از لحا  زیست فناوری بسیار حا ز                                                    

های بیوشیمیایی                    ها ویژگی            (. این اگزوآنزیم                11اهمیت می باشند )                

و ساختار منح ر به فردی دارند که در غلظت بالای نمک                                                  

های مشتق شده از نمک                         آنزیم     (.      12و     12پایدار هستند )              

ها ساختار منح ر به فرد و قدرت کاتالیکی دارند و                                                 دوست    

فرآیندهای فیزیولوژیکی و میکروبیولوژیکی را در شرایط با                                                       

ها در بیش               دهند. برخی از این آنزیم                           غلظت نمک بالا انجام می                     

از یک شرایط سخت پایدار هستند و در شرایطی که منجر به                                                     

 شوند، پایدار و کارا                         ها می         رسوب یا تقلی  اغل  پروتئین                          

 (.      10-15هستند )       

ای        اغل  فرآیندهای صنعتی در شرایط فیزیکی و شیمیایی ویژه                                                   

شوند و معمولا شرایط بهینه مورد نیاز برای فعالیت و                                                      انجام می        

هایی          شود. بنابراین در این شرایط آنزیم                                    پایداری آنزیم تامین نمی                       

های نمک             ، دما و غلظت            pHکه بتوانند در محدوده وسیعی از                               

 فعال باشند بسیار با ارزش خواهند بود.                                      

های نمک             های تولید شده توسط باکتری                             در این میان آنزیم                 

دوست نسبی از اهمیت بالاتری برخوردار هستند. نمک                                               

(   e tremophi eهای اکستریموفیلی )                      های نسبی باکتری                   دوست    

های نمک زندگی                   هستند که در محدوده وسیعی از غلظت                                

(. جداسازی نمک                15هایی هستند )                کنند و منبع چنین آنزیم                          می  

های         های نسبی و شدید که قادر به تولید آنزیم                                          دوست    

هایی          کند که آنزیم                هیدرولیتیکی هستند، این احتمال را فراهم می                                         

های مختلف نمک                   به دست آید که دارای فعالیت بهینه در غلظت                                        

 (.    24و     15موجود در اغل  فرایندهای صنعتی باشند )                                     

هایی که از                یا آنزیم          ( e tremo ymeدر حال حا راکستریموزیم )                        

شود، جایگزین کاتالیزورهای                               های اکستریموفیل جدا می                          باکتری      

شیمیایی در بسیاری از صنایع شامل صنایع کاغذ سازی، چرم،                                                       

از آنجایی که              (.      21اند )         شوینده، داروسازی و صنایع غذایی شده                                  

ها به شرایط سخت محیطی سازگار                                  پروتئازهای نمک دوست                   

توانند در فرآیندهای صنعتی که در شرایط سخت                                               اند، می           شده   

های آلی صورت                  های بالای برخی حلال                     مانند دمای بالا و غلظت                     

   (.  22) گیرد، به کار روند                     می  

های پوشیده از نمک متنوعی است. این                                       ایران دارای محیط                

ها و          های نمکی رودخانه                    ها شامل معادن نمکی، بیابان                              محیط    

های پرشور است. اغل  مطالعات انجام شده بر روی                                                  دریاچه      

های پرشور نظیر                    های نمک دوست محدود به دریاچه                                باکتری      

دریاچه بختگان، دریاچه آران و بیدگل، حو  سلطان و مهارلو                                                        

باشد. مطالعات بسیار اندکی بر روی باکتری های نمک                                                     می  

،   15های شور در ایران صورت گرفته است )                                     دوست بومی خاک             

این امر سب  شده پتانسیل زیست فناوری                                     .     ( 22و     21،   24

های بومی این منا ق ناشناخته باقی بماند. با توجه به                                                        باکتری      

های نمک دوست و تنوع                         پتانسیل زیست فناوری بالای باکتری                               

زیستی بالایی که در ایران وجود دارد، جداسازی و شناسایی                                                      
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های نمک دوست با پتانسیل استفاده در صنعت برای                                                  باکتری      

 رسد.        توسعه دانش زیر بنایی کشور  روری به نظر می                                         

های تولید               هدف از این مطالعه جداسازی و شناسایی باکتری                                          

 های نمکی در شهرستان کر  بود.                                کننده پروتئاز از خاک                    

 ها    مواد و رو           

نمونه برداری از                     : ها      الف( جمع آوری نمونه و جداسازی سویه                                  

های نمکی جاده نظر آباد اشتهارد و روستای احمد آباد                                                       خاک   

های خاک از سط                     ماهدشت در شهرستان کر  انجام شد. نمونه                                     

دست نخورده زمین با استفاده از استوانه برش و بیلچه تهیه شد،                                                            

به  وری که و عیت اصلی خاک )ساختمان خاک( حفظ شود.                                                  

ای استریل به آزمایشگاه منتقل و                                    ها از  ریق  روف شیشه                        نمونه     

ساعت مورد آزمایش قرار گرفتند. برای جداسازی                                              0در کمتر از            

 های محیطی، یک گرم از خاک در                               ها از نمونه             میکروارگانیسم             

  244    و   144،   54سرم فیزیولوژی رقیق شد. مقدار                              میلی لیتر             5

میکرولیتر از این سوس انسیون در محیط کشت پایه حاوی                                                     

    Na     ،4/5      2Mg     ،4/50      5/1    نمک دریایی شامل               

 Mg     ،4/420    2 a     ،4/2            ،4/440     NaH     ،

4/4420    NaBr     گلوکز         4/1  ع اره مخمر و                1   پ تون،           4/5و  

ساعت گرماگذاری                  52(. پس از          20)مرک، آلمان( تلقی  شد )                       

کلنی منفرد متفاوت از                        24    درجه سلیسیوس، تعداد                     25در دمای         

در      ، نظر مورفولوژی  انتخاب شدند. پس از تهیه کشت خال                                                

  گلیسرول در              15با    )مرک، آلمان(              لوریا برتانی برا                      محیط    

 (.    25درجه سلیسیوس نگهداری شدند )                             -24دمای      

برای بررسی تاولایاد آنازیام                            :   ب( بررسی تولید آنزیم پروتئاز                              

  14آگار حاوی           اسکیم میلک            ها در محیط کشت                    پروتئاز، باکتری               

 و     Naدرصد        5،   ، کانادا(          e a  ودر اسکیم میلک )                پ   درصد      

محیط قبل از مرحلاه                      pH(.    15کشت داده شدند )                 درصد آگار           2

ساعات        52تا      05ها به مدت             تنظیم شد. نمونه                 5/2استریل کردن             

 درجه سلیسیوس گرماگذاری شدند. هاله شفاف ا اراف                                                24در    

ای که هاالاه                باشد. سویه              خط کشت، نشانه هیدرولیز پروتئین می                                 

 بزرگتری داشت برای مطالعات بعدی انتخاب گردید.                                            

 ( آماده سازی باکتری برای تولید پروتئاز و سنجش فعاالایات                                                       

در ابتدا یک لوپ پر از باکتری مورد ناظار باه یاک                                               آنزیمی:       

میلی لیتر از محیاط کشات                         54میلی لیتری حاوی                   254فلاسک      

درجه سلیسیوس                24منتقل شد و به صورت شبانه در دمای                                  پایه      

    5از کشت شبانه به میزان                       گرماگذاری شد. س س                     rpm    244در    

میلی لیتر محیط کشات                          54میلی لیتری حاوی                   254در فلاسک         

  کاز ین )مرک، آلمان( تلقی  گردید و به مدت                                            2یاد شده واجد              

ساعت در شرایط مشابه گرماگذاری شد. در ادامه ماحایاط                                                   05

دقیقه سانتریفیوژ                    5به مدت            rpm    5444کشت یاد شده در دور                    

 گردید. س س از روماند به عنوان محلول آنزیمی استفااده شاد                                                     

(. فعالیت پروتئولیتیک با استفاده از کااز ایان باه عاناوان                                                     20)   

 سوبسترا باا روش پایاشاناهااد شاده تاوساط کاونایاتاز                                        

 (  nit  )                                         ( 25و همکاران با ت ییرات اندک تعیین گردید )     . 

  کاز ین          1    (    / )   میکرولیتر از                054واکنش در یک لوله دارای                        

میالای ماولار             ris-H     (5/5  pH    ،)54 میلی مولار             24در بافر         

Na     ،4/5             2میلی مولار a                    میکرولیتر از                24)مرک، آلمان( و

 درجه سلیسیاوس باه مادت                       54روماند حاوی آنزیم در دمای                           

میکرولیتار از                544دقیقه انجام گرفت. واکنش با ا افه کردن                                         5

( )سایاگاماا،              درصد تری کلرو استیک اسید )                            14محلول       

دقیقه متوقف شد. س س در                          15آمریکا( در دمای اتا  به مدت                             

  544دقیقه سانتریفایاوژ گاردیاد.                           5به مدت          rpm    5444دور     

 میکرولیتر از ماایاع رومااناد باه یاک لاولاه ماناتاقال و                                             

میلی لیتر از ماعارف                     4/5و     2Na   میلی لیتر از محلول                      1/5

دقیقه در            24فولین )سیگما، آمریکا( به آن ا افه گردید. س س                                              

درجه سلیسیوس گرماگذاری شد. در نهایات جاذب                                           25دمای      

،   Bec manنانومتر با اس کتروفتومتر )                            004نوری در  ول مو                  

آمریکا( قرا ت گردید. غلظت تیروزین آزاد شاده بار اسااس                                                    

برای رسام ماناحانای                    منحنی استاندارد تیروزین بررسی شد.                                 

 تایاروزیان           mM     1/1ابتدا ماحالاول اساتاانادارد                     استاندارد،            

،   4/2،   4/1،   4/45)مرک، آلمان( تهیه و س س در هر لوله مقادیر                                           

میلی لیتر از محلول یاد شده ا افه شد و با آب مقطار                                                    4/5،   4/0

میلی لیتار کارباناات                    5میلی لیتر رسانده شد. س س                            2به حجم        

میلی لیتر معرف فولین ا اافاه گاردیاد. پاس از                                           1کلسیم و         

دقیقه جاذب             24درجه سلیسیوس به مدت                       25گرماگذاری در              
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نانومتر خوانده شد و منحانای                             004نوری تیروزین در  ول مو                          

 (.    1استاندارد تیروزین رسم شد )نمودار                                

اثر دما بر فعالیات                     مختلف بر فعالیت آنزیم:                      عوامل       د( بررسی اثر              

گرماگذاری آنزیم و سوبسترا در دماهای مختلف مورد                                                آنزیمی با           

برای این منظور مخلو  واکاناش باه                                 (.    15بررسی قرار گرفت )                 

درجه سالایاسایاوس                04و     54،   04دقیقه در دماهای                     24مدت     

گرماگذاری شد و س س فعالیت آنزیمی مطابق روش استانادارد                                                      

بر فعالیت آنزیمی با انکاوباه کاردن                                   pHیاد شده تعیین شد. اثر                       

(، در       12-5)       pHمخلو  واکنش در گستره هاای ماخاتالاف                                

مولار  فسفات               4/1(،    pH    0-5/5مولار استات سدیم )                   1بافرهای         

( ماورد        5-5    pH)          ris-H ماولار      4/1( و     pH    0-5/5سدیم )      

میکرولیتر از ماحالاول                      14آزمون قرار گرفت. برای این منظور                               

میکرولیتر از هر یک از بافرهای یاد شده مخلاو                                                154آنزیمی با           

 درجاه        25سااعات در           1شدند. پس از گرماگذاری به مدت                              

هاای         سلیسیوس فعالیت آنزیمی اندازه گیری گردید. اثر غلاظات                                                 

مختلف نمک بر روی فعالیت پروتئازی در ح ور غلظت هاای                                                   

 (.  15مولار نمک در مخلو  واکنش آنزیمی تعیین شد )                                           0-4

به منظور شناسایی ساویاه                           :   های فنوتی ی و فیلوژنتیکی                          ه( ویژگی        

تولید کننده پروتئاز، آنالیز فنوتی ی و ژناوتایا ای اناجاام شاد.                                                         

مورفولوژی کلنی مانند رنگدانه، شکل کلنی و کدورت با کشات                                                       

 روز گارمااگاذاری در                    5و پس از           باکتری بر روی محیط پایه                       

برای باررسای رشاد                (.      20درجه سلیسیوس تعیین گردید )                            24

های         باکتری در غلظت های مختلف نمک از محیط پایه با غلظت                                                 

درصد از نمک دریایی استفاده شاد                                   25و     24،   15،   14،   2/5،   4/5

،   5،   5،   0،   5مختلف         pH(. رشد باکتری در در گستره های                               20)   

در محیط پایه مورد آزمون قرار گرفت. همچنین رشاد                                                 14و     5

درجه سلیسیاوس در                   05و     25،   25،   24،   15باکتری در دماهای                  

همان محیط مورد بررسی قرار گرفت و رشد قابل رویت پس از                                                      

در ماحایاط           2H روز م بت در نظر گرفته شد. تولید                                   5گذشت      

درصد سیستئین )مرک، آلمان( باا یاک ناوار                                        4/41پایه حاوی           

کاغذی آغشته به استات سرب که در دهانه لوله قرار داده شاده                                                         

تولید اسید از گلوکز، سوکروز، لاکتاوز،                                     (.      20بود، تعیین گردید )                  

هاای         درصاد از ناماک             14مانوز و ترهالوز در محیط حاوی                              

  از      1  فنل رد و            4/441  ع اره مخمر،               4/5  پ تون،          1دریایی،         

هر یک از قندهای یاد شده مورد آزمون قرار گرفت.  احایاای                                                      

انجام شد. هیادرولایاز                       N   ، از       4/2نیترات در محیط دارای                      

ژلاتین، نشاسته و کاز ین و سایر آزمایشات بیوشیمیایی مطابق با                                                            

باه        (.    20( انجام شاد )            entosa روش ارا ه شده توسط ونتوزا )                           

جدا شاده         از سویه         یک کلنی منفرد               الگو،          N منظور استخرا                

در    لوریا برتانی برا  )مرک، آلمان(                                محیط کشت              میلی لیتر           5در    

 درجه سلیسیوس به صورت شبانه کشات داده شاد                                          24دمای      

بر اساس دستورالعامال شارکات                            N س س استخرا              (.      25)   

 صاورت گارفات. باه                 ، اماریاکاا(         romega سازند  کیت )            

  از پرایمرهای عمومی با توالی های                                 16S rRNA    منظور تک یر ژن              

     - G G   G     GG   -           و تاااوالااای 

     -  GG GG G        -                ( 25استفاده شد    .) 

 (   o ymerase  hain  eaction واکنش زنجیره ای پلی مراز )                          

میکرولیاتار             5های استاندارد با استفاده از                                 ( مطابق با روش                 )   

 میکرولیتر ماخالاو  هار                      1،   (     er        )      از بافر         

،     2Mgمیکرولیتر             1/5(،      N فسفاته )          2داکسی نوکلئوتید                   0

 الاگاو         N میکرولیتر             1میکرولیتر از هر یک از پرایمرها،                                   1

   a پلی ماراز             N میکرولیتر از آنزیم                      4/5نانو گرم( و               54)   

در دستگاه تارماال                      )سینا کلون، ایران( انجام شد. واکنش                                    

درجاه        55، آلمان( با شرایط دمایی شاامال                               e  a سایکلر )        

 درجه سلایاسایاوس                54دوره(،          1دقیقه )         5سلیسیوس به مدت                

 ثاانایاه،          04به مادت        درجه سلیسیوس                05ثانیه،          24به مدت        

درجاه        52دوره(،          24ثانیه )         04به مدت        درجه سلیسیوس                    52

 منحنی استاندارد تیروزین.: 1نمودار 
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 .   ( 25) دوره( انجام شد                  1دقیقه )         5سلیسیوس به مدت                

درصد الکتروفورز شدند                        1بر روی ژل آگاروز                        مح ولات      

و پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید )سیگما، آماریاکاا( باا                                                         

( مورد بررسای              Ge  oc     ( )U itechاستفاده از دستگاه ژل داک )                          

از کیات             . به منظور تخلی  مح ولات                         (   25)   قرار گرفتند             

خال  سازی )فرمنتاز، تایلند( اساتافااده شاد. در ناهاایات                                                  

مح ولات به منظور توالی یابی به شرکت تکاپوزیست ارساال                                                    

 با اساتافااده از نارم افازار                           16S rRNAهای ژن            توالی     شدند.       

   (B ast   ) http //   .nc i.n m.nih.go /B ast              با ا الاعاات 

 .مقایسه گردید            (    GenBanموجود در بانک جهانی ژن )                        

با استافااده              و تحلیل نتایج به دست آمده                           تجزیه       ها:       و( آنالیز داده              

 آنالیز واریاناس                و آزمون آماری                     از نسخه بیستم نرم افزار                         

 ( N              .انجام شد ) 

 ها    یافته     

در          های نمک دوست                الف( جداسازی و خال  سازی باکتری                               

سویه نمک دوست نسبی از                         54مرحله غربالگری، تعداد                       

های نمکی جاده نظر آباد اشتهارد و روستای احمد آباد                                                       خاک   

ماهدشت در شهرستان کر  جداسازی گردید. از میان                                              

سویه توانایی تولید پروتئاز در محیط                                      11های جدا شده                 باکتری      

 B8جامد حاوی اسکیم میلک را داشتند. در بین آنها سویه                                                

ترین هاله را تولید کرد، به همین دلیل برای مطالعات                                                       بزرگ    

(. فعالیت آنزیمی محیط کشت                           1بعدی انتخاب گردید )شکل                        

 تعیین شد.           U/m    2/2معادل       B8عاری از سلول سویه                   

بر      pHتاثیر       ب( تاثیر عوامل مختلف بر فعالیت آنزیم پروتئاز:                                               

نشان داده شده است.                      2روی عملکرد آنزیم پروتئاز در نمودار                                    

برای فعالیت آنزیم پروتئاز تولید شده                                        pHدر این مطالعه بهترین                    

  فعالیت          54بود. بیش از               5/ 5توسط سویه جدا شده، برابر با                             

حفظ می شد. همچنین اختلاف معنی داری                                     pH    5/5آنزیم تا          

 وجود نداشت.               5/5و     5بین فعالیت آنزیم در اسیدیته                             

تاثیر دما بر روی فعالیت آنزیم پروتئاز در سویه جدا شده در                                                          

نشان داده شده است. همانطور که نشان داده شده                                               2نمودار        

درجه سلیسیوس به                   24است فعالیت آنزیم در دمای بالاتر از                                   

یابد. همچنین بهترین دما برای فعالیت آنزیم                                               سرعت افزایش می              

  05  فعالیت آنزیم در دمای                        52و     درجه سلیسیوس بود                  04

 باقی ماند.              درجه سلیسیوس            

های مختلف نمک بر روی فعالیت آنزیم در نمودار                                                 تاثیر غلظت          

  4-4/5غلظت      نشان داده شده است. فعالیت بهینه آنزیم در                                            0

 ماقاادیار . B8بر روی فعالیت آنزیم پروتئاز در ساویاه  pHتاثیر :  2نمودار 

 آزمون مستقل است. 2انحراف معیار  ±نشان دهنده میانگین 

مقادیر نشان دهناده  . B8تاثیر دما بر فعالیت آنزیم پروتئاز در سویه:  2نمودار 

 آزمون مستقل است. 2انحراف معیار  ±میانگین 

ایجاد هاله شفاف ا اراف تولید پروتئاز بر روی محیط اسکیم میلک. :  1شکل 

 خط کشت توسط دو سویه نمک دوست تولید کننده پروتئاز.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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مولار نمک مشاهده شد. اختلاف معنی داری بین فعالیت آنزیم                                                      

مولار نمک وجود نداشت. فعالیت                               4/5های صفر و               در غلظت       

 ماند.       مولار نمک همچنان باقی می                         0آنزیم تا غلظت               

هاای ماورفاولاوژیاکای،                      ویژگی          ( شناسایی سویه جدا شده:                        

بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی سویه جدا شده بررسی شد. ساویاه                                                      

درجه سلیسیوس را دارا                        24-05جدا شده توانایی رشد در دمای                             

درجه سلیسایاوس گازارش                      25-25بود و بهینه رشد در دمای                         

رشد ناماود.             0-5شد. همچنین این سویه در محدوده اسیدیته                                       

بود. سویه جادا شاده در                        5/5اسیدیته بهینه برای رشد معادل                              

  نمک رشد کرد و در محیط فاقد نماک رشادی                                       2-15غلظت      

نشاان        1در جدول           B8های سویه            مشاهده نشد. برخی از ویژگی                         

 داده شده است.             

نوکلئوتید از                1154تعداد         د( شناسایی مولکولی سویه جدا شده:                                

یابی شد. مقایسه                     توالی     سویه جدا شده                16S rRNA    توالی ژن        

های موجود در بانک جهانی                             های به دست آمده با توالی                            توالی     

 هالوموناس           متعلق به جنس                B8نشان داد که سویه                  ژن    
 (Halomonas )                              اس پی.        هالوموناس           است. این باکتری به عنوان

( معرفی          Halomonas sp. strain HM_NG2) HM_NG2سویه      

در بانک ژن ثبت گردید.                              8   شد و با شماره دسترسی                    

های موجود با استفاده                          مقایسه توالی به دست آمده با سایر توالی                                      

  با      55( نشان داد که سویه جدا شده                            B astاز نرم افزار بلاست )                   

(     Halomonas  lon a a strain)      سویه        هالوموناس الونگاتا                  

موقعیت سویه جدا شده را در بین                                 2مشابهت دارد. شکل                  

 در درخت فیلوژنتیکی نشان می دهد.                                 هالوموناس         اع ای جنس           

 بح    

های نمک             های پروتئولیتیک زیادی از باکتری                                   تاکنون آنزیم            

ها برای             دوست شدید جداسازی شده است. تمامی این آنزیم                                          

های         اند و در غلظت                 های بالای نمک وابسته                       فعالیت به غلظت              

بالای نمک فعال هستند. فعالیت اغل  پروتئازهای این گروه                                                      

گیرد          های پایین نمک قرار می                         زمانی که آنزیم در معر  غلظت                           

های         بدین ترتی  توانایی باکتری                         (.      25)     یابد        به شدت کاهش می              

نمک دوست نسبی به دلیل توانایی آنها در رشد در محدوه                                                    

وسیع نمک، آنها را برای کاربردهای زیست فناوری بسیار                                                    

 (.      5)   کند     جذاب می       

محیط کشت مورد استفاده در این تحقیق برای غربالگری                                                  

های نمک دوست نسبی به دلیل وجود مقادیر محدود یون                                                     سویه    

را افزایش                 ها      منیزیم امکان جداسازی این گروه از نمک دوست                                         

 ویژگی ها نتایج ویژگی ها نتایج

 رنگ آمیزی گرم - م رف گلوکز -

 مورفولوژی باسیل سوکروز -

 S2Hتولید  + لاکتوز -

 حرکت + مانوز -

 کاتالاز + ترهالوز +

 اکسیداز - هیدرولیز نشاسته +

 رنگدانه کرم ژلاتین +

 احیای نیترات به نیتریت + کاز ین +

 مصرف سیترات + اوره آز -

 .B8مشخ ات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی سویه : 1جدول 

 16Sدرخت فیلوژنی که موقعیت سویه جدا شده را بر اساس توالی :  2شکل 

rRNA دهد. روش  نشان میneigh or-joining  برای رسم درخت اساتافااده

 های دسترسی در پرانتز آمده است. شده است. شماره

های مختلف نمک بر فعالیت آنزیم پروتئاز در ساویاه   تاثیر غلظت:  0نمودار

B8.  آزمون مستقل است. 2انحراف معیار  ±مقادیر نشان دهنده میانگین 



 نیلوفر قربانی رز و همکاران شور.  های  های نمک دوست نسبی تولید کننده پروتئاز از خاک جداسازی و شناسایی باکتری .1250ها، سال دهم، شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

328 

( سویه        shner  (. بر اساس  بقه بندی کوشنر )                            20دهد )         می  

های نسبی قرار                   جدا شده در این مطالعه در دسته نمک دوست                                      

درصد نمک            15تا      2(. زیرا این باکتری در غلظت                            24گرفت )          

 کرد، اما در محیط فاقد نمک رشدی نداشت.                                         رشد     

سویه جدا شده شباهت زیادی                            16S rRNAبر اساس توالی ژن                  

 هالوموناداسه              از خانواده              هالوموناس         به اع ای جنس              

 (Halomona a  a  )                                       داشت. خوا  فیزیولوژی و بیوشیمیایی

جدایه که در این تحقیق به دست آمده با خوا  فیزیولوژی و                                                       

 مطابقت دارد               هالوموناس         بیوشیمیایی گزارش شده با جنس                             

 اول بار توسط فرانزمن                        هالوموناداسه            (. خانواده            21) 

 ( ran man               ( معرفی گردید )این خانوده متعلق به                        22 .)

جنس می باشد. اع ای                      14ها بوده و دارای                     گاماپروتئوباکتری                

های مختلف آبی و خاکی و اساسا  از                                      این جنس از محیط               

های قلیایی جدا شده است                            های شور و پرشور و زیستگاه                             محیط    

های نمک دوست                  اع ای این جنس از دسته باکتری                              . ( 22) 

 نسبی هستند. سویه جدا شده در این تحقیق نیز از لحا                                                    

های مختلف نمک با اع ای این خانواده                                        رشد در غلظت           

     مطابقت داشت.            

های هیدرولازهای تولید شده توسط                                   ترین ویژگی              یکی از مهم          

ها نه تنها تحمل کننده                           ها آن است که این آنزیم                          نمک دوست        

نمک هستند، بلکه در دماهای بالا نیز پایدارند. به همین دلیل                                                          

ها برای کاربردهای صنعتی ارزشمندتر هستند. دما                                                  این آنزیم         

کند. هر آنزیم                   نقش مهمی را در فعالیت و پایداری آنزیم ایفا می                                             

باشد. مطالعات در                      دارای دمای بهینه برای حداک ر فعالیت می                                      

مورد دمای بهینه فعالیت آنزیم نشان داد که پروتئاز تولید شده                                                            

درجه        04توسط سویه جدا شده بیشترین فعالیت را در دمای                                             

  54درجه سلیسیوس بیش از                       05سلیسیوس داشت و در دمای                        

وتئاز تولید شده                 شد. دمای بهینه پر                     درصد فعالیت آنزیم حفظ می                        

 Halomonas   n s a    سویه    ونتوزا          هالوموناس         توسط      

درجه سلیسیوس                04( که از هند جدا شده نیز معادل                                   

 (.      20گزارش گردید )             

  هالوباسیلوس کرجنسیس                     پروتئاز تولید شده توسط                      با این وجود             

 (Halo a  ll s  ara  ns s     )   سالینی ویبریو               و (Sal n    r o )  

که به ترتی  از خاک و دریاچه مهارلو جدا شده بودند، حداک ر                                                          

(.    25و     15دادند )           درجه سلیسیوس نشان                     54فعالیت را در دمای                   

بنابراین پایداری حرارتی نسبتا  بالاتری داشتند. این درحالی                                                          

درجه        54است که پروتئاز تولید شده در تحقیق حا ر در دمای                                                

  فعالیت آنزیم در این دما حفظ                               04سلیسیوس نیز فعال بوده و                         

شد. بنابراین آنزیم تولید شده در این تحقیق پایداری حرارتی                                                          

 ای داشت.            نسبتا قابل ملاحظه                

   pHپروتئاز تولید شده در این تحقیق در محدوده وسیعی از                                                   

  5/5و     pH    0/5  فعالیت را در                04( فعال بود و بیش از                     14-0) 

داد. توانایی حفظ فعالیت آنزیم در محدوده وسیعی از                                                      نشان      

pH            ترین امتیازات برای کاربردهای صنعتی آنزیم                                              ، یکی از مهم

هالوموناس           است. در مقایسه با پروتئاز تولید شده توسط                                          

   5pH( که بیشترین فعالیت را در                           H  m r   an)     مریدیان       

قلیایی          pHدر      B8داشت، پروتئاز تولید شده توسط سویه                                   

 (.    20ای داشت )           فعالیت قابل ملاحظه                 

بیانگر این              pHخوا  بیوشیمیایی آنزیم مانند دما و الگوی                                         

مطل  است که آنزیم تولید شده یک آنزیم ترموآلکالوفیل با                                                       

 پایداری حرارتی نسبی است و از این لحا  تقریبا با                                                 

  ، هالوباکتریوم کرجنسیس                    ،   سالینو ویبریو             پروتئاز قلیایی                

  سودوآلتروموناس                   و پروتئاز                سویه      هالوموناس ونتوزا                  

( شباهت              s   oal  romonas sp. strain )         سویه      

 (.  25و     25،   20،   15دارد )      

ها بیشینه               اغل  پروتئازهای تولید شده توسط نمک دوست                                       

دهند.           های بالای نمک نشان می                        فعالیت را در ح ور غلظت                      

پروتئاز تولید شده در این تحقیق حداک ر فعالیت را در غلظت                                                         

  فعالیت آنزیم در غلظت                        04میلی مولار نمک نشان داد و                            4/5

 شد.         مولار نمک مشاهده                   1/5

الگوی غلظت نمک در این باکتری با توجه به این که بیشینه                                                       

دهد، بسیار با                   فعالیت را حتی در شرایط بدون نمک هم نشان می                                          

های نمک دوست نسبی                       باشد و با اغل  سویه                       اهمیت می        

  سالینوویبریو              (. اما تا حدودی با                  25و     20،   15متفاوت است )            

  15مشابهت دارد )                 Mسویه        سالینوویبریو            و        2-  سویه      

های شدید در                 (. این در حالی است که در نمک دوست                                 25و   
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 غیاب نمک، فعالیت آنزیم به  ور غیر قابل برگشت از                                                 

     (.  25رود )       دست می      

فرآیندهای صنعتی معمولا  در شرایط فیزیکی و شیمیایی                                                  

شوند و اغل  در محدوده شرایط بهینه برای                                            مختلف انجام می              

فعالیت و پایداری آنزیم قابل تنظیم نیستند. بنابراین پروتئاز جدا                                                                

 شده در این تحقیق با توجه به اینکه در محدوده وسیعی از                                                      

pH                     ای مناس  برای                   تواند گزینه               باشد، می            ، نمک و دما پایدار می

 استفاده در فرآیندهای صنعتی باشد.                                  

 

 نتیجه گیری          

جدا       هالوفیل       نتایج حاصل از این مطالعه نشان می دهد که سویه                                              

باشد. زیرا                ای مناس  برای تولید آنزیم پروتئاز می                                        شده، سویه         

های بالای نمک احتمال                         توانایی رشد این باکتری در غلظت                              

دهد.          ایجاد آلودگی ثانویه در فرآیند تولید پروتئاز را کاهش می                                                      

به علاوه آنزیم تولید شده توسط این سویه نیز به دلیل پایداری                                                           

تواند کاربرد فراوانی در                             حرارتی و خوا  هالوآلکالوفیل می                              

 زیست فناوری داشته باشد.                       
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Abstract 

Background & Objectives: Moderate halophiles are excellent sources of enzymes that are not only 

salt- stable, but also have optimal activities at a wide range of pH and temperature. The aim of this 

study was the isolation of moderately halophilic protease-producing bacteria from saline soils in 

Alborz province.  

Material & Methods: Screening of the protease- producing halophilic bacteria was carried out by 

skim milk agar containing 5% NaCl. Enzyme assay was investigated by the colorimetric method 

and the effect of various parameters such as temperature, pH, and different NaCl concentrations 

on enzyme activity were assessed. Identification of the isolates was carried out by biochemical as 

well as molecular methods. 

Results: A total of 11 halophilic strains with proteolytic activity were isolated among which the 

strain B8 with higher clearance zone on skim milk agar and  3.2 Unit/mL supernatant activity was 

chosen for further analysis. The enzyme exhibited its optimal activity at the temperature of 40◦C, 

pH of 7.5 and NaCl concentration of 0-0.5 M, although at higher salinities (up to 3 M) activity 

was still remained. The enzyme was active at a broad pH range, keeping  60% of its activity at pH 

of 9.5. Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequencing identified the isolate as 

Halomonas. It  was deposited in GenBank, with the name of  Halomonas sp. strain HM_NG2. 

Conclusion: These findings suggest that the protease secreted by the isolate of this study could be 

a good candidate for biotechnological applications due to its moderate thermo-stability and  

halloalculophytic properties. 
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