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Screening and Isolation of Extracellular Lipase Producing 
Halophilic Bacteria Marinobacter sp. S-14 Isolated from 
Badab-e Surt Hypersaline Spring

[1] Biotechnological applications and potentialities of halophilic ... [2] Halophilic hydrolases as a 
new tool for the biotechnological ... [3] Proteins from halophilic bacteria ... [4] A novel halophilic 
lipase, LipBL, showing high efficiency in the ... [5] Biotechnological applications of halophilic 
lipases ... [6] Bacterial lipases: An overview of production ... [7] Comparison of lipases and 
phospholipases in the ... [8] A systematic strain selection approach for halotolerant ... [9] Isolation 
and identification of moderately ... [10] Study on the role of cultural, social activities urban ... [11] 
Production of extracellular enzymes by halophilic ... [12] Biodiversity of moderately halophilic ... 
[13] Current protocols in ... [14] Isolation and characterization of extreme halophilic bacterium 
... [15] Purification and characterization of an extracellular haloalkaline ... [16] Isolation of 
moderately halophilic pseudoalteromonas producing extracellular hydrolytic ... [17] Rapid 
method for determining the activity of microorganisms ... [18] Isolation and characterization of 
bacterial ... [19] Chitinolytic enzymes: Their contribution to basic  ... [20] Isolation of hydrolase 
producing bacteria from Sua pan solar salterns and the production of endo-1, 4-bxylanase from 
a newly isolated haloalkaliphilic ... [21] Introducing EzTaxon-e: A prokaryotic 16S rRNA gene 
sequence database with ... [22] MEGA6: Molecular evolutionary genetics ... [23] Numerical 
taxonomy of moderately halophilic gram-negative ... [24] Isolation of moderately halophilic 
indigenous bacterial strains producing salt-tolerant ... [25] Extremozymes [26] Production of an 
extracellular thermohalophilic lipase from a moderately halophilic ... [27] Isolation of typical 
marine bacteria by dilution culture: Growth, maintenance, and characteristics of isolates under 
... [28] Viability and isolation of marine bacteria by dilution culture: Theory, procedures ... [29] 
Diversity of culturable moderate halophilic and halotolerant bacteria in ... [30] Biodiversity of 
moderately halophilic bacteria in hypersaline habitats in ... [31] Marinobacter persicus sp. nov., 
a moderately halophilic bacterium from a saline ... [32] Marinobacter halophilus sp. nov., a 
halophilic bacterium isolated from a salt ... [33] Marinobacter lutaoensis sp. nov., a thermotolerant 
marine bacterium isolated from a  ... [34] Marinobacter antarcticus sp. nov., a halotolerant ... [35] 
Marinobacter salarius sp. nov. and Marinobacter ... 

Aims Today, the ability to produce hydrolases enzyme that are active in high salt concentrations 
is considered a new approach to the use of halophilic bacteria in biotechnology. The aim of 
this study was the screening and isolation of extracellular lipase producing halophilic bacteria 
Marinobacter sp. S-14 isolated from Badab-e Surt Hypersaline spring.
Materials & Methods In this experimental study, 42 pure bacterial colonies were isolated 
from different samples of water, soil, sediment, and sludge from a hypersaline spring with a 
screening technique on the specific culture medium of halophilic bacteria. The isolate S-14, 
which showed the highest lipase activity, was selected for the identification by biochemical 
methods and 16S rRNA gene analysis. In order to optimize the growth conditions of the isolate, 
considering the maximum time of bacterial growth (72 hours), temperature, salt concentration, 
pH, carbohydrate, and amino acid intake were examined. The results were edited by Chromas 
pro 2.1.1 software, and compared with EzTaxon database. Strains that were more similar to the 
isolate were identified. Sequence analysis of 16S rRNA were performed by BioEdit 7.1.9, Clustal-
2X 2.1, and MEGA 6, and the phylogenetic tree was drawn by the neighbor joining algorithm.
Findings The isolate S-14 had 99% similarity to Marinobacter flavimaris and Marinobacter 
adhaerens. The isolate had optimum growth in 5% NaCl concentration, 35°C, and 7.0 acidity.
Conclusion The isolate S-14 can be an appropriate candidate to produce extracellular lipase 
enzyme and can utilize Fructose and Phenylalanine as a sole source of carbon and energy.
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  چکيده
های بالای نمک  های هیدرولازی که در غلظت امروزه توانایی تولید آنزیم اهداف:

های هالوفیل در  ای در استفاده از باکتری عنوان رویکرد تازه فعال هستند، به
 یباکتر یو جداساز یغربالگربیوتکنولوژی مطرح است. هدف این پژوهش، 

از چشمه  یپازل یسلول خارج یمآنز کننده ید) تولS-14 یه(جدا ینوباکترمار یلهالوف
  بود. سورت آب شور باداب
 یها از نمونه ی،خالص باکتر یکلن ۴۲در پژوهش تجربی حاضر،  ها: مواد و روش

سورت با  آب شور باداب یها از چشمه یکیمختلف آب، خاک، رسوب و لجن 
 یجداساز یلهالوف های یباکتر یکشت اختصاص یطمح یرو یغربالگر یکتکن

که بیشترین فعالیت لیپازی را از خود نشان داد، برای  S-14جدایه  شدند.
انتخاب شد.  16S rRNAهای بیوشیمیایی و آنالیز ژن  شناسایی توسط روش

سازی شرایط رشد جدایه با درنظرگرفتن بیشینه زمان رشد باکتری  منظور بهینه به
، میزان مصرف کربوهیدرات و آسیدامینه pHساعت)، دما، غلظت نمک،  ۷۲(

ویرایش  Chromas pro 2.1.1افزار  ی شدند. نتایج حاصل با استفاده از نرمبررس
هایی که تشابه  مقایسه شد. سویه EzTaxonو با اطلاعات بانک اطلاعاتی 

 16S rRNAبیشتری با جدایه منتخب داشتند، مشخص شدند. آنالیز توالی 
انجام و  MEGA 6و  BioEdit 7.1.9 ،Clustal-2X 2.1افزارهای  توسط نرم

  همسایگی ترسیم شد. - درخت فیلوژنی توسط الگوریتم اتصال
 Marinobacter) مارینوباکتر ادهارنسو  (Marinobacter flavimaris) مارینوباکتر فلاویماریس% با دو گونه ۹۹با تشابه بیش از  S-14 یهجداها:  یافته

adhaerens)  .جدایه تجانس داشتS-14  بیشترین میزان رشد را در غلظت
  نشان داد. ٠/٧و میزان اسیدیته  ٣٥˚C، دمای %٥نمک 
یپاز است ل یسلول خارج یمآنزمناسبی برای  کننده یدتول، S-14جدایه  گیری: نتیجه
عنوان تنها منبع کربن و انرژی  آلانین به تواند از فروکتوز و اسیدآمینه فنیل و می

  استفاده کند.
 ،یدرولازیه یها میآنز پاز،یل میآنز نوباکتر،یمار ل،یهالوف یباکتر ها: کلیدواژه
  سورت باداب
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 مقدمه
های  های طبیعی و محیط های هالوفیل در اکثر زیستگاه باکتری

های  ای از باکتری زیرشاخهها  اند. هالوفیل شور پراکنده شده
های بالای  شوند که توانایی رشد در غلظت اکسترموفیل محسوب می

های هیدرولازی که در  . امروزه توانایی تولید آنزیم[1]نمک را دارند
عنوان  شوند، به های بالای نمک فعال هستند و دناتوره نمی غلظت

بیوتکنولوژی  های هالوفیل در ای در استفاده از باکتری رویکرد تازه
های تولیدکننده این  ، لذا با شناسایی باکتری[3 ,2]مطرح است

توان نیاز بازارهای  سازی شرایط تولید آنزیم می ها و بهینه آنزیم
  ها مرتفع ساخت. داخلی را به واردات، تولید و مصرف این آنزیم

 (E.C.3.1.1.3)استراز  و کربوکسیل (E.C.3.1.1.1)آنزیم لیپاز 
های  ها و یوکاریوت گسترده در طبیعت توسط باکتریصورت  به
محلول در آب،  های کم گلیسرول آسیل شوند. تری تر تولید می آلی

طور  دهند. لیپازها به سوبسترای اصلی آنزیم لیپاز را تشکیل می
 ۳و  ۱اختصاصی توانایی هیدرولیز پیوند استری میان کربن 

وانند زنجیرهای بلند کربنی ت ها می  گلیسرول را دارند. در واقع لیپاز
ها تنها   ها را هیدرولیز کنند، در حالی که استراز گلیسرول آسیل
. این [5 ,4]توانند اسیدهای چرب کوتاه زنجیره را هیدرولیز نمایند می
واسطه فعالیت بالا، دامنه گسترده سوبسترایی و پایداری  ها به آنزیم

سیار وسیعی در در شرایط سخت فرآیندهای صنعتی، کاربردهای ب
های ارزشمندی  . لیپازها، بیوکاتالیست[6 ,5]بیوتکنولوژی دارند

های آبی و غیرآبی، فعال و همچنین در  هستند که در محیط pH هایی غیر ازpH  خنثی و دماهای بالا مقاوم هستند، لذا این
ها موجب استفاده وسیع آنها در صنایع تولید شوینده،  قابلیت

سازی، تولید سوخت زیستی و  یی، صنایع چرمصنایع غذایی و دارو
  .[8-6]سنتز انواع ترکیبات چرب شده است

های شور  ایران کشوری گرم و خشک با پراکندگی وسیع از محیط
های شور  سورت یکی از چشمه . باداب[9]است  دایمی و فصلی

عنوان دومین  به ۱۳۸۷دایمی است که پس از کوه دماوند در سال 
از  یمنبع غن یدارا و [10]یران به ثبت رسیده استاثر ملی طبیعی ا

 یها یمآنز یدتول یتدوست با قابل نمک یها یزمارگان یکروم
از  یبوم یها ارگانیزم یکروم ینا ییلذا شناسا بوده، یسلول خارج
و  یغربالگرهدف این پژوهش،  برخوردار است. ییبالا یاربس یتاهم

 کننده ید) تولS-14 یه(جدا ینوباکترمار یلهالوف یباکتر یجداساز
 بود. سورت از چشمه آب شور باداب یپازل یسلول خارج یمآنز

  

  ها مواد و روش
، اینولین، پکتین و کیتین ۸۰در پژوهش تجربی حاضر، توئین 

)Sigma-Aldrichبراث و تست  ؛ آلمان)، محیط کشت نوترینت
آگار) و باقی محیط  DNaseريبونوكلئاز ( داکسی فعاليت
؛ کانادا) و باقی مواد Qlab(های بیوشیمیایی  های تست کشت

 ؛ آلمان) تهیه شد.Merckذکرشده در پژوهش (
کننده  دوست و تحمل های نمک گیری و غربالگری باکتری نمونه
های مختلف آب، خاک، رسوب و لجن  در این پژوهش نمونه نمک:

با سورت مورد بررسی قرار گرفت و  های آب شور باداب یکی از چشمه
استفاده از تکنیک غربالگری روی محیط کشت اختصاصی 

 های یدر بطر اه نمونههای هالوفیل جداسازی شدند.  باکتری
منتقل  یشگاهساعت به آزما۲۴سرد کمتر از  یرهزنج یتسترون با رعا
نقطه چشمه  از دو یریگ آب (با نمونه یها نمونه pH و بلافاصله

؛ انگلستان) Jenway( ۳۵۱۰مدل متر pHشور) توسط دستگاه  آب
 بهتر یجداساز منظور به شدند. یریگ اندازه ۱/۷ و ۷ یبترت به

در  یریگ نمونه زمان نمک، کننده تحمل و دوست نمک های یباکتر
 مهر اواسط در یریگ نمونه لذا شد. گرفته نظر در سال خشک فصل

استان  یاسرک در واقع )۱(شکل  سورت باداب شور چشمه آب از ۱۳۹۴
ارتفاع  و N362119 E535123 یاییجغراف یتموقع در مازندران
  . [10] شد مانجا اروست یروستا محدوده در و یادر سطح از یمتر۱۸۴۱
یط و هالوتولرنت از مح یلهالوف های یبهتر باکتر یجداساز یبرا

دوست متوسط  نمک های یباکتر یجداساز یاختصاص کشت (MH) یاآب در یار و مواد مغذگکشت آ یطمح و (SWN)  با pHمحیط کشت  .شدمختلف استفاده  یهاMH  گرم بر ۱۰۱شامل
آبه ۷کلرید  گرم بر لیتر منیزیم۶/۹، (NaCl)کلرید  لیتر سدیم (MgCl2.7H2O) ،۷آبه ۶کلرید  گرم بر لیتر منیزیم



 ۴۴۳ ... یسلول خارج میآنز کننده دی) تولS-14 هی(جدا نوباکتریمار لیهالوف یباکتر یو جداساز یغربالگرـــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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(MgCl2.6H2O) ،۳۶/۰آبه ۲کلرید  گرم بر لیتر کلسیم (CaCl2.2H2O) ،۲کلرید  گرم پتاسیم(KCl) ،۰۶/۰ گرم بر لیتر
بروماید  گرم بر لیتر سدیم۰۲۶/۰، (NaHCO3)کربنات  بی سدیم (NaBr) ،۱۰ ،گرم  گرم بر لیتر پپتون، یک۵گرم بر لیتر عصاره مخمر

. [11]بود ۵/۷±۵/۰برابر با  pHگرم بر لیتر آگار با ۱۵بر لیتر گلوکز و 
 گرم بر۵کلرید،  گرم بر لیتر سدیم۲۰نیز شامل  SWNمحیط کشت 
گرم بر ۰۵/۰آبه، ۶کلرید  گرم بر لیتر منیزیم۳آبه، ۷کلرید  لیتر منیزیم
گرم بر لیتر  کلرید، یک گرم بر لیتر پتاسیم۵/۰آبه، ۲کلرید  لیتر کلسیم

گرم بر لیتر پپتون و ۵گرم بر لیتر عصاره گوشت، ۲عصاره مخمر، 
  .[12]بود ۰/۹±۵/۰برابر با  pHگرم بر لیتر آگار با ۱۵

صورت مستقیم برای  های آب، سانتریفیوژ و از رسوب آن به نمونه
های خاک و رسوب،  کشت روی محیط کشت استفاده شد. در نمونه

از سوسپانسون میکروبی  ۱۰- ۴های متوالی تا رقت  پس از تهیه رقت
صورت مستقیم به محیط کشت  حاصل استفاده و نمونه لجن به

مدت یک هفته  به C˚۳۷شده در دمای  های تلقیح تلقیح شد. محیط
سازی  منظور جداسازی و خالص گذاری شدند. به گرمخانه
ساعته از ۲۴های تُندرشد و کنُدرشد در فواصل زمانی  باکتری
شده بر بستر آگار، کشت مجدد صورت  های جدید تشکیل کلنی

  پذیرفت.
  

 
 سورت چشمه آب شور باداب گیری نمونه همنطق) ۱ شکل

  
سازی  برای خالص ها: گذاری جدایه سازی، نگهداری و نام خالص
کلنی،  مرحله کشت هر جدایه با ایجاد تک  ها پس از چندین سویه

احراز خلوص آن و مشاهده تثبیت خصوصیات میکروسکوپی و 
شناسی مورد  گذاری شدند و از نظر ریخت ها نام مورفولوژیک، جدایه
ها پس از  مدت جدایه منظور نگهداری طولانی بررسی قرار گرفتند. به

ها در فریزر  % گلیسرول، جدایه۱۵ها به محلول  کلنی تلقیح تک C˚۸۰ - عنوان استوک فریز شدند. به  
: ها بررسی صفات و خصوصیات ماکروسکوپی و میکروسکوپی جدایه

منظور بررسی خصوصیات ظاهری و ماکروسکوپی، از محیط جامد  به
حاوی غلظت بالاتری از آگار استفاده شد و شکل، رنگ، حاشیه، 

ها از  ها مورد بررسی قرار گرفت. همچنین جدایه ارتفاع کلنیسطح و 
ها پس  نظر معطربودن بررسی شدند. شکل میکروسکوپی جدایه  نقطه

 ۱۰۰۰نمایی  آمیزی گرم توسط میکروسکوپ نوری و بزرگ از رنگ
  .[13]مشاهده شد

منظور بررسی فعالیت  به ها: بررسی خصوصیات بیوشیمیایی جدایه

ساعته ۲۴ها با استفاده از کشت الازی جدایهاکسیدازی و کات
یدروکلراید ه ید ینآم ید ینیلینپاراف یلتترامتترتیب از  ها به باکتری (C6H8N2) هیدروژن  و پراکسید(H2O2) عنوان معرف استفاده  به

شد. بررسی فعالیت اکسیدازی با ایجاد رنگ آبی در حداقل زمان و 
بررسی فعالیت کاتالازی با تولید حباب اکسیژن، مثبت گزارش شد. 

های  ها به محیط های بیوشیمیایی، هر یک از جدایه برای آزمون
، تریپل (SIM)یلیتی موت  یندولاید سولفسیترات،  کشت سیمون

تلقیح  (MR-VP)پروسکوئر   گزو  -رد یلمتو  (TSI)آگار  ر آیرونشوگ
  گذاری بررسی شد. ساعت گرمخانه ۲۴شدند و نتایج پس از 

برای  کننده نمک: های تحمل دوست از سویه های نمک تفکیک سویه
کننده نمک، غلظت  دوست و تحمل های نمک تفکیک میان باکتری

کلی نمک موجود در محیط کشت مطرح است. بنابراین برای 
پذیری نمک،  بودن یا تحمل دوست ها از نظر نمک تفکیک جدایه
% نمک تهیه شد و ۱۵و  ۱۰، ۵با صفر،  آگار نوترینتمحیط کشت 

فارلندی از هر جدایه، تلقیح روی  مک پس از تهیه سوسپانسیون نیم
 C˚۳۷رت گرفت و در دمای های فوق صو محیط کشت

ساعت  ۲۴مدت یک هفته هر  گذاری شدند و نتایج به گرمخانه
هایی که بتوانند روی محیط کشت فاقد  بار بررسی شد. جدایه یک

عنوان  خوبی محیط کشت حاوی نمک رشد کنند، به نمک به
منظور  . همچنین به[9]شوند های هالوتولرنت در نظر گرفته می سویه

با درصدهای  آگار نوترینتها، محیط کشت  وفیلبررسی رشد هال
% تهیه شد و ۲۵و  ۲۰، ۱۵، ۱۰، ۵صفر،  دیکلر مینمک سد مختلفی از

های  فارلندی به محیط مک ها پس از تهیه سوسپانیون نیم جدایه
گذاری شدند و نهایتاً رشد آنها  گرمخانه C°۳۷کشت، القا و در دمای 

تر توسط اسپکتروفوتومتر نانوم۶۰۰سنجی با جذب در  توسط کدورت
؛ Spectrum SP-2100UV )Shanghai Spectrumمدل 

چین) بررسی شد. براساس تفاوت مورفولوژیک و خصوصیات 
ها برای بررسی تولید  ها، تنها تعدادی از جدایه بیوشیمیایی باکتری
  آنزیم انتخاب شدند.

ها  ای از جدایه این بررسی روی دسته های هیدرولازی: فعالیت آنزیم
که تفاوت آنها از لحاظ خصوصیات و صفات مورفولوژیک و 

در این مرحله  بیوشیمیایی مورد تایید قرار گرفته بود، انجام شد.
و روی دو درصد متفاوت از غلظت نمک  یتسنجش به روش پل

 .%) صورت گرفت۱۰و  ۵کلرید ( سدیم
سلولی  منظور بررسی تولید خارج به سلولی آنزیم لیپاز: تولید خارج

از محیط کشت شامل  ۸۰آنزیم لیپاز با توجه به هیدرولیز توئین 
آبه  کلرید یک گرم بر لیتر کلسیم۱/۰گرم بر لیتر پپتون، ۱۰ (CaCl2.1H2O) ،۱۵ استفاده شد.  ۸۰% توئین ۱گرم بر لیتر آگار و

هار روز مدت چ به C˚۳۷گذاری در  پس از تلقیح باکتری و گرمخانه
ها نشانه هیدرولیز  ایجاد هاله رسوبی مات و کدر در اطراف کلنی

است. گستردگی  [14]سلولی لیپاز و تولید آنزیم خارج ۸۰توئین 
شده توسط  محدوده رسوب براساس ضعف و قدرت آنزیم لیپاز تولید

  باکتری است. 
های هیدرولازی دیگر،  سلولی آنزیم منظور بررسی تولید خارج به
  ها انجام شد: های تکمیلی زیر برای تعدادی از جدایه یشآزما
سلولی  برای بررسی تولید خارج سلولی آنزیم پروتئاز: تولید خارج - ۱

میلک  گرم بر لیتر اسکیم۱۰پروتئاز از یک محیط کشت با ترکیب  (Skim Milk) ،۳ ،گرم بر لیتر عصاره مخمر و ۵گرم بر لیتر پپتون
گذاری،  ه شد. پس از دو هفته گرمخانهگرم بر لیتر آگار استفاد۱۵

دلیل هیدرولیز  ها به ایجاد هاله روشن و شفاف در اطراف کلنی
  .[15]عنوان جواب مثبت در نظر گرفته شد پروتئین کازئین، به

برای بررسی تولید آمیلاز  سلولی آنزیم آمیلاز: خارج  تولید - ۲



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی و همکاران هیفق یستار لایل ۴۴۴
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ها از محیط کشت نشاسته آگار با  سلولی توسط جدایه خارج
گرم بر لیتر ۵گرم بر لیتر پپتون، ۳گرم بر لیتر نشاسته، ۱۵ترکیبات 

گرم بر لیتر آگار استفاده شد. پس از یک هفته ۱۵عصاره مخمر و 
انکوباتور، با افزودن  C˚۳۷ها در دمای  گذاری جدایه گرمخانه
ل به پلیت، ظهور هاله شفاف در اطراف یا لوگ (I2/KI)پتاسیم  یدید
  .[16]ها، نشانه هیدرولیز نشاسته بود کلنی
برای  :(DNase)یبونوکلئازها ر یداکسسلولی آنزیم  تولید خارج - ۳

 DNaseاز محیط کشت  DNaseسلولی آنزیم  مطالعه تولید خارج
عنوان معرف  بلو به گرم تولوئیدن میلی۸/۰تست آگار با افزودن 

گذاری در صورتی که باکتری  استفاده شد. پس از یک هفته گرمخانه
شد، رنگ محیط کشت اطراف کلنی  می DNaseقادر به تولید آنزیم 

  .[17]یافت از سبز به زرد تغییر می
کردن  طریق صافاینولین از سلولی آنزیم اینولیناز:  تولید خارج - ۴

گرم بر ۲/۰گرم بر لیتر اینولین، ۳به ترکیبات محیط کشت شامل 
سولفات  گرم بر لیتر آمونیوم۲، (KH2PO4)فسفات  لیتر مونوپتاسیم
آبه ۷سولفات  گرم بر لیتر منیزیم2SO4 ،۵/۰(NH4)با نام شیمیایی 

شد. پس از یک  گرم بر لیتر آگار پس از اتوکلاوکردن افزوده ۲۰و 
ها برای  ها در سطح پلیت، نشانه توانایی جدایه رشد باکتریهفته 

  .[18]سلولی اینولیناز بود تولید آنزیم خارج
محیط کشت آنزیم پکتیناز،  سلولی آنزیم پکتیناز:  تولید خارج - ۵

گرم بر لیتر پکتین،  یک محیط کشت کمپلکس از ترکیبات یک
سولفات  یتر منیزیمگرم بر ل۶/۱آبه، ۷سولفات  گرم بر لیتر منیزیم۰۲/۰
گرم بر لیتر ۴/۱سولفات،  گرم بر لیتر آمونیوم۱۴/۰، آبه یک
گرم بر لیتر ۲/۰، (ZnSO4.7H2O)آبه ۷سولفات  زینک
 (II)گرم بر لیتر سولفات آهن ۵، (K2HPO4)فسفات  پتاسیم دی
گرم بر لیتر ۲۰کلرید و  گرم بر لیتر کلسیم۲، (FeSO4.7H2O)آبه ۷

کردن به محیط فوق پس از اتوکلاو  طریق صافآگار بود. پکتین از 
  .[9]افزوده شد

گرم بر ۳۰محیط کشت شامل  سلولی آنزیم کیتیناز: تولید خارج - ۶
یدال و کلوئ یتینکگرم بر لیتر ۱/۰، (TSB)براث  لیتر تریپتیک سوی

گرم بر لیتر آگار بود. کیتین جدا از ترکیبات دیگر محیط کشت در ۱۲ C˚۱۰۵ جداگانه اتوکلاو شد. برای تولید کیتیناز دقیقه ۵مدت  به
گذاری، روی محیط کشت در اطراف  سلولی پس از گرمخانه خارج

  . [19]شود ای شفاف مشاهده می کلنی باکتریایی هاله
محیط کشت آنزیم زایلاناز با  سلولی آنزیم زایلاناز: تولید خارج - ۷

خمر، گرم بر لیتر عصاره م۱/۰گرم بر لیتر پپتون، ۲/۰ترکیبات 
سولفات و  گرم بر لیتر منیزیم۵/۰کلرید،  گرم بر لیتر کلسیم۰۵/۰
وسیله  % زایلان به۱گرم بر لیتر آگار، اتوکلاو شد. سپس میزان ۲۰

گذاری با  کردن به آن افزوده شد. پس از یک هفته گرمخانه صاف
عنوان  مولار به محیط کشت (به % و نمک یک۱/۰افزودن کنگورد 

شد، تاییدی بر  ها هاله شفاف ایجاد می اف کلنیمعرف)، اگر در اطر
  .[20]تولید آنزیم زایلان توسط جدایه بود

برای تولید ژلاتین از محیط  سلولی آنزیم ژلاتیناز: تولید خارج - ۸
گرم بر ۳گرم بر لیتر پپتون و ۵گرم بر لیتر ژلاتین، ۱۲۰کشت شامل 

گذاری،  لیتر عصاره گوشت استفاده شد. پس از یک هفته گرمخانه
دقیقه در یخچال در ۱۰مدت  محیط کشت از انکوباتور خارج و به

قرار داده شد. در صورت تولید آنزیم ژلاتیناز توسط  C˚۴دمای 
باکتری، پس از خروج لوله آزمایش از یخچال، اگر محیط کشت 

  .[14]صورت مایع باقی بماند، جواب تست مثبت است همچنان به
های هیدرولازی  تولید آنزیمهایی که برای  از میان جدایه

سلولی انتخاب شده بودند، یک جدایه با توانایی تولید آنزیم  خارج
یابی، آنالیز ژن  عنوان جدایه منتخب برای توالی سلولی لیپاز به خارج

16S rRNA  و رسم درخت فیلوژنی انتخاب شد. در واقع از میان
سلولی لیپاز بودند، جدایه  هایی که قادر به تولید آنزیم خارج جدایه S-14 شده از  براساس مقایسه اندازه قطر هاله نمکی تشکیل

عنوان جدایه منتخب برای  ها، به با دیگر جدایه ۸۰هیدرولیز توئین 
های  پس از انجام واکنش 16S rDNAتعییین توالی و آنالیز ژن 

ای پلیمرازی و تایید صحت انجام واکنش توسط الکتروفورز  زنجیره
)Macrogen ؛ کره جنوبی) ارسال شد. جدایهS-14 باسیل نازک و ،

ای بسیار کوچک  های نقطه منفی، خمیده، با کلنی ای گرم رشته
آن   رنگ، سطح کلنی زایی، کرم است. این جدایه از نظر پیگمان

شفاف و از نظر برجستگی کلنی برآمده و دارای بوی مطبوعی  مهنی
 NCBI یتدر سا KX954612 یابیبا شماره دست یهجدا ینااست. 

  ثبت شد.
ساعته از جدایه منتخب تهیه شد. ۲۴ژنومی ابتدا یک کشت  DNA برای استخراج: 16S rRNAژنومی و آنالیز ژن  DNAاستخراج 
ژنومی با استفاده از کیت مخصوص استخراج  DNAاستخراج 

)Thermo Scientific ؛ ایالات متحده) انجام شد. پس از
ژنومی با انجام الکتروفورز و مشاهده  DNAاطمینان از استخراج 

 16Sباند استخراج ژنوم، با استفاده از پرایمرهای یونیورسال ژن 
rDNA ،27F  1492وR ای پلیمراز  واکنش زنجیره(PCR) نجام ا

سیکل با دمای ذوب اولیه  ۳۵در  PCR). واکنش ۱شد (جدول  C˚۹۵ )۵ دمای ذوب ،(دقیقهC˚۹۵ )۶۰  ثانیه)، دمای اتصال C˚۵/۵۸ )۴۵ دمای سنتز دو رشته ،(ثانیهC˚۷۲ )۶۰ ًثانیه) و نهایتا
  دقیقه) انجام شد. C˚۷۲ )۱۰دمای سنتز نهایی 

  
 توالی و خصوصیات پرایمرهای یونیورسال رفت و برگشت )۱جدول 
درصد   ('3<—'5)توالی   پرایمر

GC 
دمای 
PCRمحصول   ذوب

27F  AGAGTTTGATCMTGGCTCAG۴۷%  C˚۴۹  ۱۵۰۰بازی جفت
1492RGGTTACCTTGTTACGACTT  ۴۲%  C˚۴۷  ۱۵۰۰بازی جفت

  
ویرایش  Chromas pro 2.1.1افزار  نتایج حاصل با استفاده از نرم

. [21]مقایسه شد EzTaxonو با اطلاعات بانک اطلاعاتی 
هایی که تشابه بیشتری با جدایه منتخب داشتند، مشخص  سویه

دریافت شد.  NCBIآنها از سایت  16S rDNAشدند و توالی ژن 
، BioEdit 7.1.9افزارهای  توسط نرم 16S rRNAآنالیز توالی  Clustal-2X 2.1  وMEGA 6 درخت فیلوژنی [22]انجام شد .

های  همسایگی و بررسی اعتبار شاخه -توسط الگوریتم اتصال
گیری  بار نمونه۱۰۰۰استرپ با  درخت با کمک الگوریتم تحلیل بوت

  ترسیم شد.
  S-14بررسی شرایط بهینه رشد جدایه 

سازی شرایط رشد جدایه با درنظرگرفتن بیشینه زمان  منظور بهینه به
، میزان مصرف pHساعت)، دما، غلظت نمک،  ۷۲رشد باکتری (

  کربوهیدرات و آسیدامینه بررسی شدند.
حاوی  آگار نوترینتبه محیط کشت  S-14جدایه  دمای بهینه رشد:

 C˚۵۵ و ۴۵، ۳۵، ۲۵، ۱۵، تلقیح و در دماهای کلراید سدیم% ۵
گذاری شد. از محیط کشت حاوی  ساعت گرمخانه ۷۲مدت  به

عنوان نمونه برداشته و جذب آن  ساعت مقداری به ۲۴باکتری هر 
نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده و میزان رشد ۶۰۰در 

باکتری براساس دمای بهینه رشد بررسی شد. همچنین جدایه به 
، C˚۵نمک تلقیح و در دمای  %۵حاوی  آگار نوترینتمحیط کشت 

انکوبه و در مدت سه روز رشد باکتری روی محیط کشت جامد 
  بررسی شد.



 ۴۴۵ ... یسلول خارج میآنز کننده دی) تولS-14 هی(جدا نوباکتریمار لیهالوف یباکتر یو جداساز یغربالگرـــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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در آزمایشاتی که  S-14با توجه به رشد جدایه  غلظت بهینه نمک:
دوستی انجام شده  پذیری نمک و نمک برای بررسی میزان تحمل
، % نمک۱۰و  ۵/۷، ۵، ۵/۲حاوی صفر،   بود، باکتری به محیط کشت

مدت سه روز، هر  گذاری شد. به تلقیح و در دمای بهینه رشد گرمخانه
های مختلف  های حاوی غلظت بار از محیط کشت ساعت یک ۲۴

نانومتر توسط ۶۰۰نمک، مقداری نمونه برداشته و جذب آن در 
دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده و نمودار مربوط به رشد باکتری در 

غلظت بهینه رشد جدایه به های مختلف نمک رسم شد.  غلظت
  دست آمد.

pH :جدایه  بهینه رشد جدایهS-14 هایی با غلظت  به محیط کشت
، ۹، ۸، ۷، ۶، ۵های pHهای متفاوت ( بهینه نمک با میزان اسیدیته

گذاری شد و با  مدت سه روز گرمخانه ) در دمای بهینه رشد به۱۱و  ۱۰
سنجی، رشد  کدورتهای کشت به روش  برداری از محیط نمونه

  نانومتر مورد بررسی قرار گرفت.۶۰۰باکتری در 
برای بررسی مصرف کربوهیدرات مصرف کربوهیدرات توسط جدایه: 

توسط جدایه از گلوکز، فروکتوز، مالتوز و ساکارز در محیط کشت 
گرم بر لیتر ۲/۰کلرید،  گرم بر لیتر سدیم۵۰شامل ترکیبات 

گرم بر لیتر ۱/۰آبه، ۷سولفات  منیزیمگرم بر لیتر ۰۲/۰کلرید،  پتاسیم
فسفات با نام  آمونیوم گرم بر لیتر دی۱/۰، (KNO3)نیترات  پتاسیم

فسفات  گرم بر لیتر مونوپتاسیم2HPO4 ،۰۵/۰(NH4)شیمیایی  (KH2PO4)  گرم بر لیتر کربوهیدرات (۵/۰وpH  ۵/۷±۱/۰برابر با (
کتری گذاری، رشد با ساعت گرمخانه ۷۲استفاده شد و پس از 

  . [23]نانومتر مورد بررسی قرار گرفت۶۰۰وسیله اسپکتروفتومتر در  به
برای بررسی  عنوان تنها منبع کربن و نیتروژن: مصرف اسیدآمینه به

مصرف اسیدآمینه، یک بافر نمکی با افزودن اسیدآمینه مورد نظر با 
کلرید،  گرم بر لیتر پتاسیم۲/۰کلرید،   گرم بر لیتر سدیم۵۰ترکیبات 

گرم بر لیتر ۰۵/۰آبه، ۷سولفات  گرم بر لیتر منیزیم۰۲/۰
برابر با  pHگرم بر لیتر آمینواسید (۱/۰سولفات و  مونوپتاسیم

تهیه شد. اسیدهای آمینه سیستئین، آرژنین و ) ۱/۰±۵/۷
آلانین به این بافر نمکی افزوده شدند. باکتری پس از رشد در  فنیل

براث، به سه لوله آزمایش حاوی هر یک از  محیط کشت نوترینت
عنوان نمونه کنترل  آمینه و یک لوله آزمایش حاوی بافر به اسیدهای

ذاری رشد باکتری توسط گ ساعت گرمخانه ۷۲منفی تلقیح و پس از 
نانومتر بررسی ۶۰۰روش نورسنجی با استفاده از اسپکتروفتومتر در 

  .[23]شد
  

  ها یافته
یط مح یرو یغربالگر یکبا استفاده از تکن یخالص باکتر یکلن ۴۲

 .قرار گرفتند یمورد بررس یلهالوف های یباکتر یاختصاص کشت 
 ۵/۷با اسیدیته  MHها روی محیط کشت  بیشترین تعداد جدایه

ها  % باکتری۴۲آمیزی گرم،  جداسازی شدند. براساس رنگ
% کوکسی ۹۳ای و  مثبت میله گرم  % باسیل۷مثبت ( گرم
منفی گزارش  گرم  صورت باسیل ها به % جدایه۵۸مثبت) و  گرم

ها توانستند  % جدایه۴۷پذیری نمک،  شدند. براساس آزمون تحمل
روی محیط کشت فاقد  هم روی محیط کشت حاوی نمک و هم

کلنی باکتریایی براساس  ۴۲خوبی رشد کنند. از میان  نمک به
های بیوشیمیایی و عدم تشابه در خصوصیات  تفاوت در تست

های  منظور بررسی تولید آنزیم جدایه به ۱۴ظاهری و مورفولوژیک، 
سلولی انتخاب شدند. خصوصیات بیوشیمیایی و  هیدرولازی خارج

). ۲کننده آنزیم لیپاز تعیین شد (جدول  یه تولیدجدا ۵مورفولوژیک 
سلولی  ها قادر به تولید آنزیم خارج % جدایه۳۶همچنین حدود 

  ). ۳% نمک بودند (جدول ۵و  ۱۰لیپاز روی محیط کشت حاوی 

کننده  های تولید های مورفولوژیک و بیوشیمیایی جدایه بررسی ویژگی )۲جدول 
 سلولی لیپاز آنزیم خارج

 S-3 S-10 S-11 S-14 S-18 خصوصیات
 مورفولوژیک
  ای نقطه  ای نقطه  ای نقطه  ای نقطه  ای نقطه شکل
  گلبهی  کرم  شیری  کرم  شیری زایی پیگمان

 شفاف نیمه شفاف نیمه  مات  شفاف نیمه  مات سطح کلنی

صاف و  حاشیه کلنی
صاف و  -   کامل

 -  -   کامل
  محدب  برآمده  برآمده  برآمده  محدببرجستگی کلنی
  معطر  معطر -   معطر - معطربودن کلنی

  منفی گرم  منفی گرم منفی گرم  منفی گرم  منفی گرممیزی گرمآ رنگ
 کوکوباسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیلای شکل یاخته

دیپلوئید   ای رشته  ای رشته فرم باکتری
  خمیده

ای  رشته
  خمیده

تکی و 
  ای رشته

بسیار  -  -   بسیار نازک  نازک اندازه
  کوچک

بر رشد 
های  غلظت

مختلف 
 %۰/۵-۰/۱۰  %۰-۰/۱۰  %۰-۰/۱۰ %۰/۵-۰/۱۰%۰/۵-۰/۱۰ کلرید سدیم

 + + + +  +  کاتالاز
 + + + + + اکسیداز

 بیوتیک حساسیت آنتی
  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاوم  حساس باسیتراسین
  حساس  حساس  مقاوم  حساس  حساس تتراسایکلین
  مقاوم  مقاوم  مقاوم  حساس  حساس جنتامیسین
  حساس  حساس  حساس  حساس  حساس کلرآمفنیکل

  حساس  حساس  مقاوم  حساس  حساس سیلین پنی
  های مورد استفاده تست
  w +  -  - (MR)* - سیترات سیمون
  (VP) -  -  -  -  + رد متیل
 -  + -  + - پروسکوئر وژس

 + -  + w - نیتراتاحیای 
 -  -  -  -  -  تولید گاز
 w -  -  -  -  حرکت

  بودن آن ویژگی است دهنده ضعیف نشان w* -  -  -  -  -  تست ایندول
  

تولیدکننده آنزیم   های هیدرولازی توسط پنج جدایه بررسی تولید آنزیم )۳جدول 
  سلولی لیپاز خارج
ژلاتیناززاکیتینزایلانازآز پکتیناینولینازآمیلازپروتئازDNase لیپازایزوله
S-3+  -  -  -  -  -  - w*  - 

S-10+  -  -  -  -  -  - +  - 
S-11+ + + + + +  - w  - 
S-14+  -  -  -  - +  - w  - 
S-18+  - + w  -  -  - + - *w بودن آن ویژگی است دهنده ضعیف نشان  

  
با شش گونه باکتریایی  S-14های جدایه  ها و تفاوت شباهت

مارینوباکتر ، XCD-X12سویه  (Marinobacter halophilus) مارینوباکتر هالوفیلووسجنس مارینوباکتر شامل 
، M9Bسویه  (Marinobacter persicus) پرسیکوس

سویه  (Marinobacter lutaoensis) یسلوتائونسمارینوباکتر  T5054 ،مارینوباکتر آنتارکتیکوس (Marinobacter 
antarcticus)  سویهZS2-30 ،مارینوباکتر سالاریس (Marinobacter salaries)  سویهR9SW1  مارینوباکتر و

استخراج  A3d10سویه  (Marinobacter similis) سیمیلیس
  ).۴شد (جدول 



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی و همکاران هیفق یستار لایل ۴۴۶

   ۱۳۹۷، تابستان ۳، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

  مارینوباکترجنس  های یهسو یگربا د S-14 یهجدا های ها و تفاوت شباهت )۴جدول 
۷باکتری شماره   ۶باکتری شماره  ۵باکتری شماره  ۴باکتری شماره  ۳باکتری شماره ۲باکتری شماره ۱باکتری شماره  متغیرها

 منفی گرم منفی گرم منفی گرم منفی گرم منفی گرم منفی گرم منفی گرم آمیزی گرم رنگ
 ای میله ای میله ای میله ای میله ای میله ای میله ای میله شکل سلولی

 متحرک متحرک متحرک متحرک متحرک متحرک غیرمتحرک حرکت
 -  -  ای قهوه - کرم -  نارنجی - زرد -  کرم  زایی پیگمان
 %۵/۰-۰/۲۵ %۵/۰-۰/۲۵ %۰-۰/۲۵ %۵/۰- ۰/۱۲ %۰/۵-۰/۲۰ %۰-۰/۲۰ %۰-۰/۱۰ پذیری نمک تحمل

 %۰/۳-۰/۴ %۰/۳-۰/۵ %۵/۷-۰/۱۰ %۰/۴-۰/۸ %۵/۲-۰/۵ غلظت نمک بهینه رشد
 pH ۰/۹ -۰/۵% ۵/۱۰-۵/۶% ۰/۸-۰/۶% ۰/۹ -۰/۵% ۵/۱۰-۰/۵% ۰/۹ -۰/۶% ۰/۹ -۰/۶%پذیری  تحمل

pH ۰/۷ بهینه رشد  ۵/۸  ۰/۷  ۰/۷  ۰/۷  ۵/۷  ۵/۷  
 C˚۴۵ -۱۵ C˚۳۵-۴  C˚۴۵ -۲۵ C˚۵۰ -۲۵ C˚۳۵-۴ C˚۴۰ -۴ C˚۴۰ -۴دمایی مختلف دامنهرشد در 

 C˚۳۵ C˚۳۰ C˚۳۵ C˚۴۵ C˚۲۵ C˚۳۰-۲۵ C˚۳۰-۲۵ دمای بهینه رشد
 مثبت مثبت مثبت مثبت منفی مثبت مثبت ۸۰ هیدرولیز توئین
 مثبت منفی مثبت منفی منفی مثبت منفی احیای نیترات

  فروکتوز - دی گلوکز - دیفروکتوز - دی مصرف کربوهیدرات
  گلوکز - دی گلوکز - دی مالتوز - دی

 wگلوکز  - دی -  مالتوز - دی
  هیستیدین -ال آرژنین -ال آلانین فنیل -ال مصرف اسیدآمینه

  آلانین -ال پرولین -ال
  آسپارتات -ال
  گلوتامات -ال
آلانین فنیل -ال

  آلانین -ال
 اسید گلوتامیک -ال سرین -ال

اسید گلوتامیک -ال سرین -ال

 مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت تست کاتالاز
 مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت  مثبت تست اکسیداز

 یباکتر، M9Bسویه  مارینوباکتر پرسیکوس: ۳شماره  یباکتر ،XCD-X12سویه  مارینوباکتر هالوفیلووس: ۲باکتری شماره  شده مطالعه حاضر، نمونه انتخاب S-14 یهجدا :۱ شماره یباکتر
: ۷و باکتری شماره  R9SW1 سویه مارینوباکتر سالاریس: ۶ شماره یباکتر، ZS2-30سویه  مارینوباکتر آنتارکتیکوس: ۵ شماره یباکتر، T5054سویه  یسلوتائونسمارینوباکتر : ۴رهشما

  مصرف کربوهیدرات است دهنده ضعف نشان w*؛  است A3d10سویه  مارینوباکتر سیمیلیس

  
و آنالیز نتایج در  S-14برای جدایه  16S rDNAبراساس توالی ژن 

% با دو ۹۹، این جدایه با تشابه بیش از EzTaxonپایگاه اطلاعاتی 
و  (Marinobacter flavimaris) مارینوباکتر فلاویماریسگونه 

تجانس  (Marinobacter adhaerens) مارینوباکتر ادهارنس
برای مقایسه  16S rRNAداشت. درخت فیلوژنتیک براساس توالی 

  ).۲وضعیت سویه مورد بررسی رسم شد (شکل 
 اسیدیته خنثی همچنین و کلرید سدیم نمک %۵غلظت  ،C˚۳۵ در دمای S-14جدایه  ساعت)،۷۲( باکتری رشد بهینه زمان براساس

)pH را نانومتر۶۰۰ در جذب براساس رشد میزان بیشترین )،۷ با برابر 
 و کربوهیدرات مختلف منابع مصرف آزمایش در داد. نشان خود از

 بالاترین با را میزان رشد بیشترین S-14جدایه  آمینه، اسیدهای
 آلانین فنیل - ال و فروکتوز -دی مصرف با نانومتر۶۰۰در  نوری جذب
  ).۱- ۳ (نمودارهای داشت انرژی و کربن منبع تنها عنوان به
  

  
در دماهای مختلف برای تعیین بهترین دمای  S-14بررسی رشد جدایه  )۱نمودار 

 pHمتغیرهای دیگر آزمایش از جمله غلظت نمک و  ؛رشد باکتری (سه تکرار)
  ثابت در نظر گرفته شدند ۵/۷% و ۵ترتیب  به

  
منظور تعیین غلظت  های مختلف نمک به در غلظت S-14رشد جدایه  )۲نمودار 

 C˚۳۵ترتیب  برای تعیین غلظت بهینه نمک به pHتکرار)؛ دما و  ۳نمک بهینه (
   ثابت در نظر گرفته شدند ۵/۷و 

  
های مختلف برای تعیین بهترین میزان pHدر  S-14رشد جدایه  )۳نمودار 

کلرید و  اسیدیته محیط کشت برای رشد باکتری (سه تکرار)؛ غلظت نمک سدیم
  در نظر گرفته شد C˚۳۵% و ۵ترتیب  دما به
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 به روش یتوال یینتعو  (Marinobacter flavimaris) یماریسفلاو ینوباکترمار به یکیبا قرابت نزد S-14 شده یابی ترادف یباکتر 16S rRNAدندروگرام  )۲شکل  
  استرپ بوت یارو با استفاده از مع یگیهمسا - اتصال

  
  بحث

 یلهالوف یباکتر یو جداساز یغربالگرپژوهش حاضر با هدف 
از  یپازل یسلول خارج یمآنز کننده ید) تولS-14 یه(جدا ینوباکترمار

 یزهای اسرارآم چشمهانجام شد.  سورت چشمه آب شور باداب
متفاوت  های کاملاً  چشمه با آبسورت اروست مشتمل بر سه  باداب

ها دارای آبی  چشمه ین. یکی از اهستندمزه  و بو ،از لحاظ رنگ
 و دارابودن املاح و مواد یادز یعلت شور بهاست که بسیار شور 

. این زند ینم یخعنوان در فصل زمستان  یچفراوان به ه یمعدن
و  [10]شود یاز نوع ژئوپارک محسوب مشناختی  چشمه از نظر زمین

تاکنون هیچ پژوهشی از فلور میکروبی این منطقه با توانایی تولید 
  های هیدرولازی گزارش نشده است. آنزیم

ها انجام  های مبتنی بر کشت باکتری پژوهش حاضر براساس روش
های قابل کشت در  گرفت و با توجه به سهم کوچک میکروارگانیزم

های هوازی و  میکروارگانیزمجوامع میکروبی، بررسی نتایج تنها به 
شود. همان گونه که اشاره  هوازی اختیاری قابل کشت محدود می بی

دلیل دارابودن  کننده نمک، به دوست و تحمل های نمک شد، باکتری
های خاص و رشد در شرایط نامتعارف، اهمیت زیادی در  ویژگی

. اگر چه مطالعات [5 ,1]فناوری دارند فرآیندهای صنعتی و زیست
های  سلولی باکتری های خارج بسیار محدودی روی تولید آنزیم

دلیل محتوای  ها به هالوفیل انجام شده است، اما عموماً این آنزیم
های بالای نمک،  های آمینه، در شرایط سخت و غلظت بالای اسید

. آنزیم [25 ,24]های شیمیایی هستند فعال و قادر به کاتالیز واکنش
ای در  های صنعتی است که امروزه جایگاه ویژه لیپاز از جمله آنزیم

عنوان بیوکاتالیست به خود اختصاص  ها به تجارت جهانی آنزیم
های نمک  داده است. شرایط ویژه راکتورهای صنعتی نظیر غلظت

شود تا  اسیدی یا قلیایی و دمای زیاد موجب می pHبالا، 
دید دوباره ها ساختار و عملکرد خود را از دست بدهند. تج کاتالیست

صرفه  به ها در این فرآیندها از نظر اقتصادی مقرون بیوکاتالیست
هایی که قادر به رشد و تولید  نیست، لذا جداسازی میکروارگانیزم

سلولی هستند، از منابع نامحدود  های هیدرولازی خارج آنزیم
  .[26 ,4]طبیعی بااهمیت است

  

های  های باکتریایی در روش جداسازی بیشترین تنوع گونه برای
های متوالی و  های کشت متنوع، رقت مبتنی بر کشت از محیط

شود. در   مدت استفاده می های طولانی گذاری همچنین گرمخانه
با قدرت اسیدیته  SWNو  MHپژوهش حاضر از دو محیط کشت 

های  روارگانیزمتری از میک منظور جداسازی تنوع وسیع متفاوت به
هوازی اختیاری استفاده شد که نتایج حاصل از  هوازی و بی

های قبلی در جداسازی  غربالگری این پژوهش با نتایج پژوهش
. با توجه [28 ,27]های مختلف همسویی داشت تر جنس تنوع گسترده
ها دارای شکل  های پژوهش حاضر، درصد بالایی از سویه به یافته

منفی بودند که با نتایج حاصل از  و گرم ای میکروسکوپی میله
برون و آران و بیدگل  های مشابه روی دریاچه ارومیه، اینچه پژوهش

های متفاوت  توان به ویژگی ها را می تفاوت داشت. این تفاوت
ها نسبت داد که در تعیین و میزان عیار زیستی هر منطقه  زیستگاه

فرد  را منحصربهتاثیرگذار بوده است و تنوع زیستی هر منطقه 
شده در این  منفی مطالعه های گرم . همچنین باسیل[29 ,12 ,9]کند می

 Marinobacter bryozoanae 50-11T(AJ609271.1)  Marinobacter persicus M9B(HQ433441.2) Marinobacter segnicrescens SS011B1-4(EF157832.1) Marinobacter pelagius HS225(DQ458821.2)  Marinobacter goseongensis En6(DQ414419.1)  Marinobacter gudaonensis SL014B61A(EF660754.1) Marinobacter koreensis DD-M3(DQ325514.1) Marinobacter santoriniensis NKSG1(APAT01000001.1) Marinobacter salarius R9SW1(KJ547705.1)
 Marinobacter similis A3d10(KJ547704.1) Marinobacter salsuginis SD-14B(EF028328.1) Marinobacter adhaerens HP15(AY241552.2) Marinobacter flavimaris SW-145(AY517632.1) S-14(KX954612) 

 Marinobacter lacisalsi  Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. acidocaldarius DSM 446(X60742) 
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های ویبریوفرم و مارپیچی بودند که  تحقیق عموماً به شکل سلول
این نتایج از نظر فراوانی و اشکال خمیده با نتایج مطالعه مشابهی 

و همکاران در مصر صورت گرفته است، همخوانی  گوزلانکه توسط 
  .[30]اشتد

  ، از پنج جدایه تولیدکننده آنزیم۸۰براساس هیدرولیز توئین 
 PCRعنوان جدایه منتخب برای  به S-14سلولی لیپاز، جدایه  خارج

مشخص شد که این  16S rDNAانتخاب شد که پس از آنالیز ژن 
-Sبود. براساس مقایسه جدایه مارینوباکتر جدایه متعلق به جنس  مارینوباکتر و همکاران روی باکتری  باقریبا پژوهش  14

از دریاچه نمک آران و بیدگل، این جنس از  M9Bسویه  پرسیکوس
های  ای، هوازی و جزء باکتری منفی، میله نظر مورفولوژیک، گرم

های  که منطبق بر یافته [31]دوست بوده است هالوفیل میانه
  پژوهش حاضر بود.

 ینوباکترمارشامل  ینوباکترجنس مار های با گونه S-14جدایه 
، T5054 [33] یهسو یسلوتائونس ینوباکترمار، M9B [31] یهسو یکوسپرس ینوباکترمار، XCD-X12 [32] یهسو یلووسهالوف
 ینوباکترمار، ZS2-30 [34] یهسو یکوسآنتارکت ینوباکترمار
مقایسه شدند.  یمیلیسس ینوباکترمارو  R9SW1 یهسو یسسالار

مارینوباکتر و  R9SW1سویه  (Marinobacter slarius) مارینوباکتر سلاریوسو همکاران که روی  نگهای  با توجه به یافته
ها متحرک،  اند، این سویه انجام داده A3d10سویه  سیمیلیس

های رنگی  های آنها فاقد پیگمان دارای یک فیلاژل قطبی و کلنی
های بیوشیمیایی کاتالاز و اکسیداز، مثبت و  بوده و از نظر تست

که در مقایسه،  [35]اند بوده ۸۰همچنین قادر به هیدرولیز توئین 
رنگ،  کرم  گمانهایی با پی فاقد حرکت، دارای کلنی S-14جدایه 

بود که  ۸۰کاتالاز و اکسیداز مثبت و قادر به هیدرولیز توئین 
توان با توجه به  های جزئی موجود در این دو پژوهش را می تفاوت

های جنس مارینوباکتر  های مختلف باکتری تفاوت موجود در گونه
مارینوباکتر تفسیر نمود. پژوهشی روی جداسازی باکتری 

در تایوان، شرایط بهینه رشد شامل  T5054سویه  لوتائونسیس
و دمای بهینه رشد با شرایط بهینه رشد را برای  pHغلظت نمک، 

نشان داده است. جدایه فوق از نظر غلظت بهینه نمک  S-14جدایه 
و  کلرید سدیم% غلظت ۵/۲-۵ترتیب با  بهینه به pHمورد نیاز و 

همچنین  همخوانی داشت. و همکاران شیهبا پژوهش  ۷اسیدیته 
گزارش شد که با نتایج حاصل  S-14 ،C˚۳۵دمای بهینه رشد جدایه 

توان به  مغایرت داشت و این مساله را می [33]از پژوهش فوق
  .تفاوت در شرایط مکان جداسازی نسبت داد

به عدم  توان یم رو یش مطالعه پ های  یتجمله محدود از
 یهتجز برایمختلف  یروغن یها بابودن منابع کربن و پس دردسترس

  اشاره کرد.  S-14 یهتوسط جدا یمیآنز
 یطشود و شرا یصمورد نظر تخل یهجدا یپازل یمآنز شود یم پیشنهاد

 ینژن کدکننده ا ین. همچنیردقرار گ یآن مورد بررس یتفعال ینهبه
مناسب  یزبانم یکبه  یکژنت یمهندس یقانتقال از طر برای یمآنز

از  شده یصتخل یمسلول و آنز یتتثب شود یم یشنهادمطالعه شود. پ
 ینهبه یطدر شرا یمآنز یتفعال ییراتتغ ررسیمنظور ب به یهجدا ینا

  .یردمورد مطالعه قرار گ
  

  گیری نتیجه
یپاز ل یسلول خارج یمآنزمناسبی برای  کننده یدتول، S-14جدایه 

 عنوان تنها آلانین به تواند از فروکتوز و اسیدآمینه فنیل است و می
 منبع کربن و انرژی استفاده کند.

مرکز  یرانپاستور ا یتوگارندگان این مقاله از انستنتشکر و قدردانی: 
دکتر  ، جناب آقاییجعفردکتر جناب آقای  ،شمال کشور یقاتتحق

 برای )دانشگاه مازندران( یمحسندکتر جناب آقای و  آشکاران
همچنین از  ند.نمای تشکر و قدردانی می و اجرایی یفن یها کمک

های  برای حمایت دهقانو خانم  صفری، زاده عباسجناب آقای 
  دریغشان نهایت تشکر و قدردانی را دارند. بی

بود  ها یباکتر یپژوهش حاضر حاصل مطالعه رو تاییدیه اخلاقی:
  ندارد. یاخلاق ییدیهبه تا یازیکه ن

 یانتعارض منافع م یچمقاله ه یندر انتشار اتعارض منافع: 
  وجود ندارد. یسندگاننو
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 %)؛۳۰/پژوهشگر اصلی/تحلیلگر آماری/نگارنده بحث (مقدمه

/تحلیلگر مقدمه(نویسنده دوم)، نگارنده  چین اسب یسلمان احمد
(نویسنده سوم)،  باقر سیدعلیپور %)؛۳۰آماری/نگارنده بحث (

غلامحسین  %)؛۳۰آماری/نگارنده بحث (شناس/تحلیلگر  روش
  %)۱۰(نویسنده چهارم)، پژوهشگر کمکی ( ریاضی
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