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 شدهشناساییجدید  سویه ازآنزیم پروتئاز، لیپاز و آمیلاز  جزئی سازیسازی و خالصبهینه

Aeromonas taiwanensis strain Persiangulf ST16 فارسدر شمال خلیج 

 

 چکیده

، کاربرد فردمنحصربههای های دریایی، به دلیل داشتن ویژگیاز محیط جداشدههای میکروبی آنزیم

فارس به دلیل داشتن تنوع زیستی فراوان، یک مکان بکر برای اند. خلیجیداکردهپای در صنایع مختلف ویژه

 ازجمله لازیآمو  پازیل ،پروتئازباشد. های جدید میهای باکتریایی با پتانسیل تولید آنزیمیهسوزی جداسا

 یهامیآنز و با توجه به افزایش اهمیت و تقاضا نسبت به مختلف هستند عیدر صنا هامیآنز نیترپرمصرف

 هاییهسواز  هامیآنزاین  جزئیی سازو خالص یسازنهیمطالعه باهدف به نیا دریایی در صنایع، -میکروبی

 1398 سال در آبان یبردارنمونه بار انجام شد. نیاول یبرا (فارسجیشمال خل)بندر چوئبده  درجداشده  دیجد

 - Aeromonas taiwanensis ،دیجد هیآب و رسوب( انجام شد. سو مختلف )نمونه ستگاهیا 10از 

Persiangulf ST16 و آمیلاز با بررسی فیلوژنیک توالی  پازیل ،پروتئاز دیتول یتباقابلS rRNA16 

غلظت  و pH = 6گراد، درجه سانتی 30-37شرایط بهینه برای رشد این باکتری شامل دمای شد.  شناسایی

. مشاهده شد ونیدر روز دوم انکوباس میهر سه آنزبرای  یمیآنز تیفعال نیشتریبدرصد بود.  5/2نمک 

 نیعنوان منبع کربن و کازئبه مالتوز ، حضورpH= 7 ،گرادیدرجه سانت 37 یپروتئاز در دما تولید نیشتریب

 طیشرا گزارش شد و کمترین میزان در حضور دکستروز و عصاره گوشت مشاهده شد. تروژنیعنوان منبع نبه

و  بود تریپتونو  یتونزروغندر حضور  و pH = 6-7گراد، یدرجه سانت 37 در دمای پازیل ی تولیدبرا نهیبه

درجه  35 یدر دما لازیآم نهیبه دیتولو کازئین باعث تولید کمترین میزان آنزیم شد.  20استفاده از توئین 

، اما سوربیتول و سولفات آمونیوم، مشاهده شد عصاره مخمرو  ستهنشاو استفاده از  pH= 7گراد، یسانت

و  افتی شیافزا میآنزهر سه  ژهیو تیفعال ،سازیمراحل خالص یدر طکمترین میزان تولید را القاء کردند. 

برابر  43/2 و 69/2 ،23/16 بیبه ترت لازیآمو  پازیل، پروتئازهای سازی، آنزیمهمچنین در مرحله آخر خالص

 هیتوجه توسط سوقابلهر سه آنزیم با فعالیت  دیتول یسازنهیبهسازی شدند. نسبت به آنزیم خام خالص

Aeromonas taiwanensis- Persiangulf ST16 یدایتواند کاندیم یباکتر نینشان داد که ا 

 استفاده در صنعت باشد.مطالعات بیشتر و  یبرا یمناسب

 

 فارس.پروتئاز، لیپاز، آمیلاز، خلیج، Aeromonas taiwanensis واژگان کلیدی:

 

 مقدمه

، زیرا است قرارگرفتهبسیار متوجه  های دریاییمیکروارگانیسمتوسط  یدشدهتولترکیبات زیست فعال کاربردهای بیوتکنولوژی  مروزها

 یژهوبه موجودات دریاییتوسط  یدشدهتولترکیبات  .باشندجدید می هایویژگیبا  فردمنحصربهترکیبات های دریایی قادر به تولید میکروارگانیسم

ترکیبات در متفاوت بودن  (.Balachandran et al., 2021) یافت نشود زمینی هاییکروارگانیسممدر ممکن است  ،هااکسترموفیل

 ایمجموعهاسیدی، دمای شدید یا  pHشوری بالا، فشار بالا،  ازجملهبا شرایط متغیر محیط  هاآن شدنمواجهبه دلیل  دریایی، هایمیکروارگانیسم

 1 تقویسارا 

 *2رویا ذکاوتی 

 3عفت عباسی منتظری 

 4لاله رومیانی 

 5پروانه صفاریان 

 

شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، گروه زیست .5، 1

 واحد علوم و تحقیقات، تهران، ایران.

، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شناسیزیستگروه . 2

 .اهواز، اهواز، ایران

. گروه میکروبیولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه 3

 شاپور اهواز، اهواز، ایران.جندیعلوم پزشکی 

. گروه شیلات، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد اهواز، 4

 اهواز، ایران.
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 است. رساله دکتریو برگرفته از  یمقاله پژوهش نیا
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 جدیدهای میکروبی آنزیم ازجمله(، Cheng et al., 2020) شوندهای جدید می. این عوامل باعث تولید ترکیبات جدید با قابلیتباشدمی هاآناز 

 (.Sabu, 2003) های بیوشیمیایی مختلف را کاتالیز کنندقادرند واکنشکه 

درصد از  5تا  1طور طبیعی در همه موجودات وجود دارد و شود. آنزیم پروتئاز بهصنعتی تولید می صورتبهترین آنزیمی است که پروتئاز مهم

 دهددرصد بازار جهانی آنزیم را تشکیل می 65تا  60 ،و آنزیم آلکالین پروتئاز( Singh et al., 2012) شودمحتوای پروتئین را شامل میکل 

(Balachandran et al., 2021 .) ،و همچنین در فرآیندهای زیست  ، داروکاغذ، چرم، خمیرتولید آنزیم پروتئاز در صنایع غذایی، مواد شوینده

ها با در میان تولیدکنندگان مختلف پروتئاز صنعتی، باکتری (.Sharma et al., 2017 ؛Singh et al., 2012) پالایی کاربرد فراوانی دارند

 ,Uttatree and Charoenpanich) ها بیشترین سهم را دارندظرفیت تولید بالا و فعالیت کاتالیزوری خود در مقایسه با حیوانات، گیاهان و قارچ

2018.) 

این (. Lowe, 2002) دارند هاآنهای لیپولیتیک نقش مهمی در تخریب دهند و آنزیمزمین را تشکیل می تودهیستزلیپیدها بخش بزرگی از 

کنند. لیپازها به دلیل موقعیتی، تخریب می یریانتخاب پذها، فسفولیپیدها را اغلب با و توئین کنندعمل میهای مختلفی سوبسترابر روی ها آنزیم

 عنوانبهمواد شوینده، صنایع شیمیایی و علوم زیست پزشکی تولید وری مواد غذایی، رآدر کاربردهای صنعتی مانند ف هاآنپذیری گسترده تطبیق

های تولیدکننده لیپاز در جمعیت میکروبی که تقریباً در میکروارگانیسم(. Ranjitha et al., 2009) اندشدهشناختههای بسیار مفید بیوکاتالیست

زیست دریایی، فاضلاب صنایع ماهی، از خاک، محیط هااین میکروارگانیسم است که شدهگزارششوند، زیرا شوند کنار گذاشته نمییافت می جاهمه

 Ilesanmi) اندجداشدهروده کرم ابریشم و روی پوست انسان  ،های روغنهپسماندهای کشاورزی و صنعتی، مواد فرار زباله، هوا، پساب کارخان

et al., 2020.) شان نسبت به لیپازهای گیاهی و حیوانی برای کاربردهای تجاری های اخیر، لیپازهای میکروبی به دلیل خواص چندگانهدر سال

 (.Edupuganti et al., 2017) اندیداکردهپو صنعتی اهمیت 

که در هیدرولیز آنزیمی نشاسته نقش مهمی دارند و امروزه از آمیلازهای میکروبی به دلیل صنعتی هستند  مهم هایآنزیم ازجمله نیز آمیلازها 

 Al-Dhabi et) شود( در صنایع برای هیدرولیز نشاسته استفاده میpHمختلف دمایی، شوری و  محدوده)فعالیت در  فردشانمنحصربهخواص 

al., 2020.) کاغذ و نساجی اهمیت زیادی صنایع مواد غذایی، تولید تخمیر، فرآیند  ی دارند و درکاربردهای مختلف ،بیوتکنولوژیکی ازنظرزها، آمیلا

 (.Ullah et al., 2021) دارند

تا حد زیادی به ترکیب محیط کشت بستگی دارد. رویکرد  هاآنهای متابولیکی بالقوه ها برای فعالیتتحت کنترل درآوردن میکروارگانیسم 

ای )منابع کربن و نیتروژن( و عوامل تغذیه شاملعوامل در معرض تغییر  .شودیک متغیر در زمان انجام می صورتبهسازی معمولاً فرآیند بهینه

(. Soleymani et al., 2017) باشدمی ها(تورها، بازدارنده، کوفاکالقاء کننده، حضور pHگذاری، دما، فاکتورهای فیزیکوشیمیایی )زمان گرمخانه

های های صنعتی هستند. برخی از این باکتریهای دریایی قادر به تولید طیف وسیعی از آنزیمتحقیقات علمی زیادی ثابت کرده است که باکتری

 (.Cheng et al., 2020) اندشدهگزارش .Aeromonas sp عنوانبههای صنعتی آنزیم یدکنندهتولدریایی 

های آب های زیرزمینی، سیستمهای سطحی )شیرین، دهانه رودخانه و دریا(، آبهای آبی مانند آبطور گسترده در محیطها بهآئروموناس

 ,.Pinto et al) شوندیافت می، سوسیس، شیر خام و ماهی پاچهکلهآشامیدنی، فاضلاب، خاک و همچنین مواد غذایی مانند سبزیجات، گوشت، 

های مختلف تولید آنزیم .برداری بیوتکنولوژیکی استفرد با پتانسیل زیاد برای بهرههای منحصربهمحیط دریایی منبعی از میکروارگانیسم(. 2012

مطالعات زیادی ت. اس قرارگرفته موردتوجهموضوع تحقیقاتی است که این روزها های آبزی ویژه باکتریبههای مختلف خارج سلولی توسط میکروب

گزارشات مختلفی در مورد  است. شدهانجامهای آمیلاز، پروتئاز و لیپاز در کشورهای مختلف مولد آنزیمآبزی های مبنی بر شناسایی باکتری

 (،Amin et al., 2018) در اندونزی جداشدهکننده پروتئاز تولید Bacillus amyloliquefaciensباکتری مولد پروتئاز مانند آبزی های باکتری

 pumilusباکتری  (، 2022et al., Guo) در چین جداشده Alteromonas و Bacillus ،Pseudoalteromonas ،Vibrio هایباکتری

Bacillus های باکتری ازجمله وجود دارد.و غیره ( 1393دلفارد و همکاران،  ی)بدوی دوساری واقع در شهرستان جیرفت یمعدنآباز چشمه  جداشده
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 Aeromonas باکتری (،Charoenpanich et al., 2011) تایلند در دریایی لجن از جداشده Aeromonas هایگونهشامل  مولد لیپاز

caviae در ترکیه جداشده (Gurkok and Ozdal, 2021،)  باکتری آبزیIdiomarina zobellii در ایران جداشده (Sadeghi-

Dastjerdi et al., 2018) باکتری  وAeromonas sobria  در نیجریه جداشدهآبزی (Takahashi et al., 2012) های باشند. باکتریمی

در  جداشده Aeromonas hydrophila (،Peng et al., 2015)در چین  جداشده Aeromonas salmonicidaآبزی مولد آمیلاز شامل

 .اندشدهگزارش (Yakhchali, 2020) از رسوبات ساحلی خور شادگان جداشده Streptomycesو  (Samuel et al., 2020) نیجریه

 تر استفارس نزدیکچوئبده نسبت به شهرهای آبادان و خرمشهر به خلیجاست و  شدهواقعکیلومتری جنوب شرقی آبادان  35شهر چوئبده در 

و لیپاز در این منطقه ارائه نشده های مولد آمیلاز، پروتئاز تاکنون گزارشی مبنی بر شناسایی سویه .است گرفتهشکلدر حاشیه رودخانه بهمنشیر و 

لذا این مطالعه  هستند. موردتقاضاداشته باشند، همیشه  کاربرددر فرآیندهای صنعتی  توانندکه می فردمنحصربههای های جدید با ویژگیآنزیم .است

 ییهسوآمیلاز، پروتئاز و لیپاز در  جدید هایآنزیم جزئی سازیسازی و خالصبهینه باهدففارس برای اولین بار در بندر چوئبده در شمال خلیج

 انجام شدشده  سازیجداجدید 

 

 هامواد و روش

ایستگاه مختلف  10فارس در استان خوزستان در محدوده بندر چوئبده آبادان از از شمال خلیج 1398آبان سال  24برداری در فصل پاییز، نمونه

نمونه(  5)های رسوب نمونهو  برداردستگاه نمونهبا استفاده از نمونه(  5)های آب انجام شد. نمونهنمونه آب و رسوب( در شرایط کاملاً استریل  10)

های در کیسه و نمونه رسوبلیتر میلی 500های در بطری ی آبها. سپس نمونهندآوری شدجمعوین استریل شده بردار گرپ ونبا استفاده از نمونه

 pHگراد )روی یخ( نگهداری شدند. درجه سانتی 4ها تا زمان تحویل به آزمایشگاه در دمای . این نمونهندآوری شدجمع شده یلاسترپلاستیکی 

 گیری شد.آب، شوری و دما نیز اندازه

بلاد و مک کانکی آگار )مرک( ، )هایمدیا( 2216مارین آگار های  محیط کشتبر روی  ،شدهیقرقآب و نمونه رسوب از نمونه  یترل یکروم 60

با  رشد یافتههای نیوروز انکوبه شدند. کل 5تا  3گراد به مدت درجه سانتی 37و  30، 25در دمای  هاسپس پلیت. داده شدندکشت  آگار )مرک(

، اندازه، کدورت، ارتفاع، حاشیه و سطح انتخاب دانهرنگهای متمایز مانند هایی با ویژگینیوکل یتدرنهاسازی شدند و کشت های مکرر خالص

 (.Jayadev and Lekshmi, 2016؛ Yeon et al., 2005 ) دندش

گراد به یدرجه سانت 30 یشدند و در دما حیتلق( Skim milk agar) چربی بدون آگار ریش محیط یرو خطی صورتبهخالص  یکشت ها

ت یکه فعال یازولهیا (.Atlas, 1997) سنتز پروتئاز است دهندهنشاندر اطراف خط کشت  زیدرولیساعت انکوبه شدند. منطقه شفاف ه 72مدت 

 صورتبهخالص  یکشت هاهای مولد لیپاز، برای شناسایی سویهقرار گرفت.  مورداستفاده شتریمطالعات ب یبرا دادرا نشان  یپروتئاز خارج سلول

 هیبا ناح ییهاهیانکوبه شدند. سوساعت  48-72گراد به مدت یدرجه سانت 37 یو در دماکشت شدند آگار  80توئین  یهاتیپل یبر رو خطی

 یهاهیجدا(. Sivasubramani et al., 2013)قرار گرفتند  یموردبررس شترینظر گرفته شدند و ب رد پازیل دکنندهیتول عنوانبهمشخص  رسوب

خطی  صورتبههای میکروبی شدند. جدایه ینشاسته آگار غربالگر محیط ینشاسته بر رو زیدرولیه شیبا آزما کیتیلولیخواص آم ازنظر یباکتر

درصد  1 دی ولمحل ون،یساعت انکوبه شدند. پس از انکوباس 24-72گراد به مدت درجه سانتی 37در دمای  هاپلیتشدند و  کشتروی نشاسته آگار 

شفاف اطراف رشد  زیدرولیه هیو ناح یمنف جهینت دهندهنشاندر اطراف رشد  یشد. وجود رنگ آب ختهینشاسته آگار ر محیط ی( روشدهیهته)تازه 

 (.Ashwini et al., 2011) مثبت است جهینت دهندهنشان

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jw

eb
.a

hv
az

.ia
u.

ir
 o

n 
20

26
-0

4-
26

 ]
 

                             3 / 16

http://jweb.ahvaz.iau.ir/article-1-1033-fa.html


 37-52/  1401پاییز /  53/ شماره  چهاردهمسال                                  سلامی واحد اهواز                  دانشگاه آزاد ا -تالاب یولوژیاکوب نشریه علمی

40 

 

jweb.iauahvaz.org 

و  20، 15، 5/12، 10، 5/7، 5، 5/2(، غلظت نمک مختلف )گرادسانتیدرجه  45و  40، 37، 35، 30، 25، 20شرایط رشد در دماهای مختلف )

 48سازی شد. رشد باکتری به مدت بهینه آنزیمهای مولد ( برای باکتری9و  5/8، 8، 5/7، 7، 5/6، 6، 5/5، 5، 5/4، 4مختلف ) pHدرصد( و  25

 .گیری شدنانومتر اندازه 600ب در ساعت با خواندن جذ

برای شناسایی مولکولی  (.Vos et al., 2011) ندبر اساس خصوصیات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی شناسایی شد آنزیم های مولدنمونه

 فوروارد 16S rRNA  پرایمرهایباکتری با استفاده از  DNAهای استفاده شد. نمونه 16S rRNA یابی توالیهای باکتریایی از سویه

(5́-TCACGGAGTTT-GATCCTG-3́)  و معکوس(5́-GCGGCTGCACGTA GTT-3́)  ژن  یابی توالیتکثیر شدند و برای

16S rRNA  استفاده شدند(Khan et al., 2019)از پایگاه داده وتحلیلتجزیهبرای  مورداستفادههای . توالی سویهNCBI GenBank 

رسم شدند و با استفاده  MEGA 7/0افزار تراز شدند و درخت فیلوژنتیک با استفاده از نرم باهمها بازیابی شد. توالی  /https://lpsn.dsmz.deو

 شدهانتخابدهنده رابطه تکاملی با توالی بازسازی شدند. درخت فیلوژنتیک سویه باکتریایی نشان  Maximum-Likelihood (ML)از روش

 است.

 1گرم گلوکز،  1گرم عصاره مخمر،  5/2 ن،یگرم کازئ 5: تریدر ل بی)ترکskim milk broth (Atlas, 1997 )، محیط پروتئاز دیتول یبرا

ساعت انکوبه شد.  24به مدت  گرادیدرجه سانت 30 یشد و در دما حیتلق موردنظراز کشت تازه از باکتری درصد  10( با یبدون چرب ریگرم پودر ش

 یخام برا میآنز عنوانبهشفاف  ییرو عیشد. ما وژیفیسانتر گرادیدرجه سانت 4 یدر دما قهیدق 10به مدت  قهیدقدور در  10000نمونه با سرعت 

 استفاده شد. شتریب یمطالعات تجرب

گرم در  1گلوکز:  تر،یگرم در ل KH2 PO4 :5/2 تر،یگرم در ل 5پپتون:  ؛استفاده شد ریز اتبیترک یحاو ریتخم طیمحبرای تولید لیپاز، از 

 121 یدر دما طی. محتریلیلیم 15روغن:  تر،یگرم در ل 5/0کلرید کلسیم:  تر،یگرم در ل 5/0سولفات منیزیم:  تر،یگرم در ل 5/0: میپتاس دیکلر تر،یل

ها با شدند. فلاسک حیتلق ریتخم یهاطیدر مح جداشده ییایباکتر های کشت. پس از اتوکلاو، شداتوکلاو  قهیدق 15به مدت  گرادیدرجه سانت

 Jaiswal) روز انکوبه شدند 4به مدت  220گراد و دور یدرجه سانت 37 یشدند و در دما حیدرصد تلق 10 به میزان موردنظرتازه از باکتری کشت 

et al., 2017.) 

گرم  CaCl2 ،6گرم  NaCl ،01/0گرم  5/0گرم پپتون،  3گرم نشاسته،  10با ترکیبات: ( g/l)برای تولید آمیلاز از محیط تخمیر 

Na2HPO4 ،3 گرم KH2PO4 گرم 24/0 و MgSO4  لیتر تهیه شد. میلی 50در حجم  موردنظراستفاده شد. محیطpH  محیط باN HCl 

 ,.Elmansy et al) های ارلن تلقیح شدساعته در فلاسک 24از کشت  درصد 2 (v/v)تنظیم شد. سپس  7بر روی  N NaOH 1/0 و 1/0

 24ساعت انکوبه شد. نمونه هر  96دور در دقیقه به مدت  140گراد با سرعت درجه سانتی 37محیط کشت در انکوباتور شیکر در دمای  (.2018

گراد(. فعالیت آنزیمی و محتوای درجه سانتی 4دقیقه در دمای  15دور در دقیقه به مدت  5000سانتریفیوژ شد ) ساعت از محیط گرفته شد و سپس

 ساعت تخمین زده شد. 24نمونه آنزیمی خام هر  عنوانبهپروتئین مایع رویی 

 ,.George et al) شد نیی( تعراتییتغ یخسوبسترا )با بر عنوانبه نیاز روش سنجش منظم با استفاده از کازئ یرویپروتئاز با پ تیفعال 

درجه  37 ی( در دمایحجم/یدرصد )وزن 1 نیکازئ تریلیلیم لیتر میکرو 400با  میاز آنز لیتر میکرو 100پروتئاز با انکوبه کردن  تیفعال (.2001

با  ،قهیدق 10. بعد از افتیخاتمه  دیاس کیلیکربوکس یتر لیتر میکرو 500قرار گرفت. واکنش با افزودن  موردسنجش قهیدق 30به مدت  گرادیسانت

 280 موجطولدر  یمیآنز یهانمونه ی. جذب نورشد وژیفیسانتر قهیدق 10گراد به مدت یدرجه سانت 4 یدر دما قهیدور در دق 10000سرعت 

محلول با استفاده از  یدهایپپت یحاو اسیدتری کربوکسیلیک محلول  فرکشنشد.  نیینانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر نسبت به نمونه شاهد تع

 موردنیاز میمقدار آنز از،پروتئ تیواحد فعال کیشد.  یریگ( اندازهلیترمیلیبر  کروگرمیم 0-250) نیروزیاستاندارد ت یمنحنبه با ارجاع  Lowryروش 

 و دما است. pH نهیبه طیدر شرا نیروزیت کرومولاریم 1 یآزادساز یبرا

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jw

eb
.a

hv
az

.ia
u.

ir
 o

n 
20

26
-0

4-
26

 ]
 

                             4 / 16

http://jweb.ahvaz.iau.ir/article-1-1033-fa.html


 37-52/  1401پاییز /  53/ شماره  چهاردهمسال                                  سلامی واحد اهواز                  دانشگاه آزاد ا -تالاب یولوژیاکوب نشریه علمی

41 

 

jweb.iauahvaz.org 

دهنده نشان شدهاستفاده NaOHاستفاده شد. مقدار مولار  NaOH 05/0خام در برابر  میآنز ونیتراسیاز روش ت پازیل میآنز تیفعال یابیارز یبرا

شد.  جاممخلوط ان باتیدر مقدار ترک یجزئ راتیی. واکنش با تغدارد تولیدشده پازیبا مقدار ل یمیموجود در محلول است که ارتباط مستق دیمقدار اس

کند، یسنجش استاندارد آزاد م طیتحت شرا قهیدقهر در  تریلیلیچرب در هر م دیاس مول میکرو کیکه  یمیمقدار آنز عنوانبه پازیواحد ل کی

 (.Jaiswal et al., 2017) است شدهتعریف

 میکرو 150ابتدا،  (.Palanivelu, 2001) گیری کاهش شدت رنگ آبی ناشی از هیدرولیز آنزیمی نشاسته تعیین شدآمیلاز با اندازه فعالیت

 15درصد نشاسته به آن اضافه و به مدت  1محلول  لیتر میکرو 150ریخته شد و سپس  آزمایشلولهآنزیم خام( در  عنوانبهمایع رویی شفاف ) لیتر

محلول ید اضافه  لیتر میکرو 150واکنش متوقف و سپس  N HCl 1/0 لیتر میکرو 150درجه انکوبه شد. سپس با افزودن  37دقیقه در دمای 

 Uv-vis array spectrophotometer (photon x Ar 2015)نانومتر با استفاده از  660محلول رنگ آبی در  (OD) شد. چگالی نوری

لیتر در شرایط ر هر دقیقه و در هر میلیگرم نشاسته را دمیلی 1شود که مقدار آنزیمی تعریف می عنوانبهفعالیت آنزیم  (U) تعیین شد. یک واحد

ها سه بار انجام شد و میانگین گیریگرم پروتئین بیان شد. تمام اندازهواحد فعالیت آنزیم در هر میلی عنوانبهکند. فعالیت ویژه بهینه هیدرولیز می

 آن گزارش شد.

در طی مراحل  (.Bradford, 1976) استاندارد برآورد شد عنوانبهمحتوای پروتئین با روش برادفورد با استفاده از آلبومین سرم گاوی 

 ، محتوای پروتئین با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه شد.هاآنسازی ها و خالصگیری فعالیت آنزیماندازه

ساعته  24حجمی/ حجمی از کشت درصد  2، دما، غلظت نمک، منبع نیتروژن و کربن با pH ازنظرهای تخمیر متفاوت از محیط لیترمیلی 100

ساعت  24ساعت انکوبه شدند و فعالیت آنزیم و محتوای پروتئین هر  96ها در انکوباتور شیکردار به مدت تلقیح شد و فلاسک موردنظراز باکتری 

روز  4به مدت  شدهانتخاب، سویه زیمآنبرای تعیین زمان انکوباسیون بهینه برای تولید  میانگین سه بار تکرار آزمایش است. ،تخمین زده شد. نتایج

با  pHاثر مقدار  .گراد انکوبه شد و فعالیت آمیلاز آن روزانه کنترل شددرجه سانتی 37دور در دقیقه در دمای  140متوالی در انکوباتور شیکردار با 

های در لوله 9و  5/8، 8، 5/7، 7، 5/6، 6، 5/5، 5، 5/4، 4 صورتبهمختلف  pHدر محیط تولید بررسی شد. محیط با  شدهانتخابکشت سویه 

در  آنزیمیتوسط سویه انتخابی، فعالیت  آنزیمتعیین دمای بهینه برای تولید  منظوربه .تنظیم شد N NaOH 1و  N HCl 1مختلف با افزودن 

 1)با غلظت مختلف  و منابع نیتروژنی ینبع کربامن آنزیمبرای تولید  گراد بررسی شد.درجه سانتی 45و  40، 37، 35، 30 ،25، 20دماهای مختلف 

ساعت( به  24)کشت به مدت  شدهانتخابلیتر از باکتری میلی 1/0و  طور جداگانه با هر منبع تهیه شددرصد( در نظر گرفته شد. محیط کشت به

 .گراد انکوبه شددرجه سانتی 37ساعت در دمای  96محیط تلقیح شد و به مدت 

سازی، مایع رویی )آنزیم خام( با استفاده از سولفات لیتر محیط کشت با شرایط بهینه کشت داده شد. برای خالصمیلی 500در  موردنظرسویه 

گراد درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10دور در دقیقه به مدت  10000درصد اشباع در حمام یخ رسوب داده شد. سپس سانتریفیوژ در  80آمونیوم تا 

 24حل شد. محلول آنزیمی در برابر همان بافر به مدت  (pH، M1/0= 7) در حداقل حجم بافر فسفات شدهدادهوتئین رسوب انجام شد و پر

که قبلاً با همان بافر  G-100 سفادکس نمونه دیالیز بر روی ستون(. Ahmed et al., 2020) گراد دیالیز شددرجه سانتی 4ساعت در دمای 

نانومتر  280 موجطوللیتر در دقیقه انجام شد. میزان جذب هر بخش در میلی 2متعادل شده بود بارگذاری شد. شستشو با بافر مناسب با سرعت 

 آوری شدندخالص جمع آنزیم صورتبههای فعال آنزیمی قرار گرفت. فراکسیون موردبررسیخوانده شد و سپس محتوای پروتئین و فعالیت آنزیمی 

(Nouadri et al., 2010.) 
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 جینتا

ای با فعالیت پروتئاز، لیپاز و آمیلاز شناسایی شد. فارس( انجام شد، سویههای شمالی خلیجدر مطالعه حاضر که در بندر چوئبده آبادان )آب

چرب  دیاسی فعالیت پروتئازی بود. در فعالیت لیپازی، دهندهی نشانآگار بدون چرب ریش محیط در نیپروتئ زیدرولیهاله شفاف با ه کی لیتشک

 یباکتر ینودر اطراف کل یدرنگسفرسوب  کی صورتبهنامحلول،  میاولئات کلس دیتول یبرا یمکلس یدکلر، همراه با 80توئین  زیدرولیاز ه آزادشده

شناسایی . (1شد )شکل  لینشاسته آگار در اطراف خط کشت هاله شفاف تشک طیدر مح د،یپس از افزودن محلول در فعالیت آمیلازی، . شدظاهر 

مولد  یهاهیسو یبرا rRNA S16 ژن PCRژل الکتروفورز محصول  ریتصو ،2شکل انجام شد.  S rRNA16تاکسونومیکی این سویه با آنالیز 

های همولوگ بلاست شد و درخت فیلوژنتیک با سایر توالی NCBIبانک ژن  دراین سویه  S rRNA16توالی . دهدرا نشان می لازیآم میآنز

 Aeromonas taiwanensis strain Persiangulf ST16 سویه عنوانبهساخته شد. این سویه برای اولین بار در این منطقه و ایران 

 54/98این سویه  باشد.اسپور میای شکل و بدون منفی، میله ( که یک باکتری گرم3)شکل  (OM189448: شماره دسترسیجداسازی شد )

 .(Type strainT =شباهت دارد ) _116585NR.با شماره دسترسی  T50-2strain A Aeromonas taiwanensisیبه سویه درصد

شرایط بهینه برای رشد  است. شدهدادهنشان  4شکل در  Aeromonas taiwanensis- Persiangulf ST16 سویه رشد این شرایط بهینه

 بود.درصد  5/2و غلظت نمک  pH=6گراد، درجه سانتی 30-37باکتری شامل دمای این 

 

   
 ج( ب( الف(

 )ب(، لیپاز )الف( با فعالیت پروتئاز Aeromonas taiwanensis strain Persiangulf ST16 باکتری: 1شکل 

 )ج(.و آمیلاز 
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ی مولد آنزیم آمیلاز، پروتئاز و لیپاز. چاهک اول از سویهبرای  S rRNA16ژن  PCR: تصویر ژل الکتروفورز محصول 2شکل 

 (.موردنظر(، چاهک دوم )نمونه Ladder 1 KBسمت چپ )

 

 
 .S rRNA16های ژن بر اساس توالی Maximum likelihood: آنالیز فیلوژنتیک مولکولی با روش 3 شکل

 دهدنشان می T50-2strain A taiwanensis Aeromonas یهسورا با  16strain Persiangulf ST Aeromonas taiwanensisرابطه سویه،

(= Type strainT.) 
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روز  4ساعت به مدت  24هر  هاآن یمیآنز تیکشت داده شد و فعال Persiangulf ST16 هیسو م،یهر آنز یبرا ذکرشده ریتخم طیمح در 

 82/7) لازیآم تیو فعال لیتر/دقیقه(واحد/میلی 5/7) پازیل (،U/ml/minلیتر/دقیقه= واحد/میلی 224/0) پروتئاز تیفعال نیشتریب یباکتر .شد یبررس

 را در روز دوم داشت. لیتر/دقیقه(واحد/میلی

 نیشتریباست.  شدهدادهنشان  5در شکل  Persiangulf ST16 هیسو توسط لازیو آم پازیپروتئاز، ل دیبر تول انکوباسیونمختلف  یدما ریتأث

 نهیبه یدما. گراد مشاهده شدیدرجه سانت 37 یدر دما لیتر(،گرم/میلیمیلی 2 /01لیتر/دقیقه( و میزان پروتئین )واحد/میلی 248/0)پروتئاز  تیفعال

در  لازیآم نهیبه دیتول (.لیتریلیمگرم/میلی 768/0 :نیپروتئ میزان، لیتر/دقیقهواحد/میلی 5/7: پازیل تیگراد بود )فعالیدرجه سانت 37 پازیل دیتول یبرا

 میزانو  میآنز دیتول. (لیتریلیمگرم/میلی 23/3لیتر/دقیقه و میزان پروتئین: واحد/میلی 29/9فعالیت آنزیم: /گراد مشاهده شد )یدرجه سانت 35 یدما

 .افتیکاهش  شدتبه ییدمامحدوده  نیاز ا خارج نیوتئپر

 

 

 

 
 48ی مولد آمیلاز، پروتئاز و لیپاز پس از برای سویه (یازموردنو درصد نمک  pHدما،  ازنظر)شرایط بهینه رشد : 4شکل 

 .(1398)سال  نانومتر 600گیری کدورت در ساعت انکوباسیون با اندازه
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pH 7 گرادیدرجه سانت 37 یپروتئاز در دما دیتول یبرا نهیبه pH 48/2: نیپروتئ میزان، لیتر/دقیقهواحد/میلی 253/0: پروتئاز تیبود )فعال 

 نیشتری. ب(5 )شکل افتیکاهش  یجتدربه میآنز تیو فعال نیپروتئ میزان سم،ی، رشد ارگانpH شیبا کاهش و افزا کهیطوربه ،لیتر(میلیگرم/میلی

 نیشتریب لیتر(.گرم/میلیمیلی 03/1: نیپروتئ ی، محتوالیتر/دقیقهواحد/میلی 10: پازیل تیمشاهده شد )فعال 7تا  6حدود  pHمحدوده در  پازیل تیفعال

 .(لیترگرم/میلیمیلی 26/3لیتر/دقیقه و میزان پروتئین: واحد/میلی 44/9مشاهده شد فعالیت آمیلاز: 7برابر  pHدر  لازیآم تیفعال

 Persiangulf ST16 هیمشخص شد. سو)وزنی/ حجمی( درصد  1پروتئاز با استفاده از شش قند مختلف در غلظت  دیبع کربن بر تولامن اثر

منبع کربن نشان  عنوانبهرا در حضور مالتوز  لیتر/دقیقه(واحد/میلی 259/0) پروتئاز تیو فعال لیتر(گرم/میلیمیلی 27/2) نیپروتئ زانیم نیشتریب

در حضور دکستروز مشاهده شد  لیتر/دقیقه(واحد/میلی 086/0) یمیآنز تیو فعال( لیترگرم/میلیمیلی 520/0) نیپروتئ میزانحداقل  کهیدرحالداد، 

و میزان پروتئین لیتر/دقیقه( واحد/میلی 15) پازیل تیفعال بیشترینقرار گرفت.  یموردبررسمنبع کربن  4در حضور  پازیل میآنز یسازنهی(. به6 )شکل

در  لیتر(گرم/میلیمیلی 28/0)و میزان پروتئین  لیتر/دقیقه(واحد/میلی 5/2) تیفعال نیو کمتر یتونزروغندر حضور  لیتر(گرم/میلیمیلی 42/1)

-واحد/میلی 79/9) لازیآم تیفعالبیشترین قرار گرفت.  یموردبررس لازیآم دیمنبع کربن، تول 6. در حضور (6)شکل  مشاهده شد 20توئین حضور 

 946/0)و میزان پروتئین ( لیتر/دقیقهواحد/میلی 49/2) تیفعال نیکمتردر حضور نشاسته و ( لیترگرم/میلیمیلی 59/3)و میزان پروتئین  لیتر/دقیقه(

 .(6)شکل  مشاهده شدتول یدر حضور سورب( لیترگرم/میلیمیلی

در حضور  ان،یم نیاست. در ا قرارگرفته موردمطالعه تروژنیدر حضور چهار منبع مختلف ن Persiangulf ST16 هیتوسط سو میآنز دیتول

( مشاهده شد. عصاره گوشت قهیدق/تریلیلیواحد/م 235/0پروتئاز ) میآنز تی( و فعالتریلیلیگرم در میلیم 77/2) نیپروتئ زانیحداکثر م نیکازئ

 پازیل دیتول یسازنهی(. به6( را نشان داد )شکل قهیدق/تریلیلیواحد/م 150/0) یمیآنز تی( و فعاللیتریلیمگرم در یلیم 44/1) نیپروتئ زانیم اقلحد

 6/1) نیپروتئ زانی( و مقهیدق/تریلیلیواحد/م 5/17) پازیل تیفعال نیشتریب کهیطوربهقرار گرفت،  یموردبررس تروژنیدر حضور چهار منبع مختلف ن

( در تریلیلیم گرم دریلیم 6/0) نیپروتئ زانی( و مقهیدق/تریلیلیواحد/م 5) تیفعال نیمشاهده شد. کمتر پتونی( در حضور ترتریلیلیگرم در میلیم

( تریلیلیگرم در میلیم 56/3) نیپروتئ زانی( و مقهیدق/تریلیلیواحد/م 471/9) لازیآم تیفعال نیشتریب نی(. همچن6)شکل  مشاهده شد نیحضور کازئ

( آن در حضور سولفات تریلیلیگرم در میلیم 315/0) نیپروتئ زانی( و مقهیدق/تریلیلیواحد/م 563/1) تیفعال نیدر حضور عصاره مخمر و کمتر

 (.6مشاهده شد )شکل  ومیآمون

است. فعالیت ویژه آنزیم پروتئاز  شدهخلاصه 1جدول در  Persiangulf ST16توسط سویه  یدشدهتولهای سازی آنزیمنتایج حاصل از خالص 

، فعالیت شدهخالصآنزیم  مرحله دیالیزدر  افزایش یافت.. فعالیت ویژه در هر مرحله نسبت به مرحله قبل پروتئین بود گرمواحد بر میلی 154/0خام 

پروتئین مشخص شد. همچنین فعالیت  گرمواحد بر میلی 30/29 خالص در مرحله آخر فعالیت ویژه لیپاز .گرم نشان دادواحد بر میلی 50/2ویژه 

 به دست آمد.گرم واحد بر میلی 50/2 خالص اختصاصی آنزیم آمیلاز
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 های آمیلاز، پروتئاز و لیپاز و میزان پروتئینبر روی فعالیت آنزیم محیط کشت pHاثر دما و : 5شکل 

Aeromonas taiwanensis strain Persiangulf ST16  (1398)سال. 
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 (.1398)سال  منابع کربن و نیتروژن بر میزان تولید و فعالیت آنزیم هپروتئاز، لیپاز و آمیلاز یرتأث: 6شکل 

Aeromonas taiwanensis strain Persiangulf ST16. 

 

 .آمیلاز و لیپاز پروتئاز، هایآنزیم سازیخالص نتایج : خلاصه1جدول 

(%80با سولفات آمونیوم ) یدهرسوب دیالیز  یسازخالصمرحله  عصاره خام 

(لیتریلیمحجم ) 500 25 25  

4/7  2/7  5/129 دقیقه(/لیتریلیمفعالیت کل )واحد/   

 آنزیم پروتئاز
95/2 (لیتریلیم/گرمیلیمپروتئین کل ) 840 7   

50/2  028/1  154/0 (گرمیلیمفعالیت اختصاصی )واحد/   

23/16  67/6 یسازخالصمرتبه  1   

75/468  5/437 دقیقه(/لیتریلیمکل )واحد/ فعالیت 8750   آنزیم لیپاز 
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(%80با سولفات آمونیوم ) یدهرسوب دیالیز  یسازخالصمرحله  عصاره خام 

(لیتریلیمحجم ) 500 25 25  

(لیتریلیم/گرمیلیمپروتئین کل ) 800 23 16  

30/29  02/19  93/10 (گرمیلیمفعالیت اختصاصی )واحد/   

69/2  74/1 یسازخالصمرتبه  1   

5/264  25/255 دقیقه(/لیتریلیمفعالیت کل )واحد/ 4955   

 آنزیم آمیلاز
2/34  475/56 (لیتریلیم/گرمیلیمکل )پروتئین  1560   

50/2  519/4  176/3 (گرمیلیمفعالیت اختصاصی )واحد/   

435/2  42/1 یسازخالصمرتبه  1   

 

 گیریبحث و نتیجه

 باشد.های جدید میهای باکتریایی با پتانسیل تولید آنزیمفارس به دلیل داشتن تنوع زیستی فراوان، یک مکان بکر برای جداسازی سویهخلیج

های دریایی، به دلیل داشتن از محیط جداشدههای میکروبی آنزیم .مختلف هستند عیدر صنا هامیآنز نیترپرمصرف ازجمله لازیآمو  پازیل ،پروتئاز

 -Aeromonas taiwanensis سویه جدید مطالعه، این در .اندیداکردهپای در صنایع مختلف ، کاربرد ویژهفردمنحصربههای ویژگی

Persiangulf ST16 و )بندر چوئبده( جداسازی فارسخلیج شمالی هایآب و آمیلاز برای اولین بار از لیپاز و پروتئاز هایآنزیم تولید یتباقابل 

 .شد سازیخالص و بهینه هاآنزیم این تولید

همچنین مشاهده شد.  7برابر  pHگراد و یدرجه سانت 37در دمای  Persiangulf ST16این مطالعه بیشترین فعالیت پروتئاز توسط سویه در

ه شد و کمترین میزان در حضور دکستروز منبع نیتروژن نشان داد عنوانبهمنبع کربن و کازئین  عنوانبه مالتوزبیشترین فعالیت آنزیمی در حضور 

از  شدهاستخراجبهینه پروتئاز  تولید(، 2010و همکاران ) Divakarتوسط  شدهانجامبر اساس مطالعات . و عصاره گوشت مشاهده شد

Aeromonas veronii  5/7 دررا =pH  کردند.گراد گزارش درجه سانتی 60در دمای و pH بهینه برای تولید آنزیم پروتئاز توسط سویه 

Aeromonas hydrophila، pH  است شدهگزارشقلیایی (Babu and Aji, 2020.) 80توئین گلیسرول،  نانو ذرات ،Span 80  وAg 

برای دمای بهینه MacLean  (1975 )و Shieh (.Borhani et al., 2019) را افزایش دادند Aeromonas hydrophilaتولید پروتئاز 

شرایط  (2022و همکاران ) Espouiکردند. گراد گزارش درجه سانتی 60 یدمارا  Aeromonas salmonicida باکتری آنزیم پروتئازتولید 

 ساعت 48 ونیزمان انکوباسو  8برابر  pHگراد، یدرجه سانت 37 یدر دمارا  Bacillus licheniformisتئاز توسط باکتری بهینه برای تولید پرو

 گزارش کردند.

 همچنین بیشترین. شد مشاهده 6-7 برابر pH و گرادسانتی درجه 37 دمای در Persiangulf ST16 سویه توسط لیپاز فعالیت بیشترین

و کازئین باعث  20و استفاده از توئین  ه شدداد نشان نیتروژن منبع عنوانبه تریپتون و کربن منبع عنوانبه یتونزروغن حضور در آنزیمی فعالیت

قابلیت تولید  Aeromonas sobria یباکتر(، 2012همکاران ) و Takahashi توسط شدهانجامطبق مطالعات  تولید کمترین میزان آنزیم شد.

 60را در دمای  Aeromonas caviae strain LipT51 یباکتر(، تولید بهینه لیپاز توسط 2021) Ozdalو  Gurkok. آنزیم لیپاز را داشت

بهینه برای تولید لیپاز توسط  pH(، دما و 2012و همکاران ) Veluطبق مشاهدات  کهیدرصورت ،گزارش کردند pH = 9گراد و درجه سانتی

 pH( دما و 1997) Dharmsthitiو  Lotrakul بود. pH= 7گراد و درجه سانتی 30، دمای Aeromonas caviae strain AU04 یسویه

 Ilesanmiما، نتایج . مشابهگزارش کردند 6برابر  pHگراد و درجه سانتی 45را دمای  Aeromonas sobriaتوسط باکتری  لیپازبهینه برای تولید 

 عصارهرا  نیتروژن منبع بهترین اما برخلاف نتایج ما بود، یتونزروغنبرای تولید لیپاز  کربن منبع بهترین که کردند گزارش (2020همکاران ) و
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 پس لیپاز فعالیت حداکثر که کرد تولید سلولی خارج ترموفیل لیپاز یک تایلند، در دریایی لجن از جداشده .Aeromonas sp .گزارش کردند مخمر

 متوالی نشینیته با آنزیم این. آمد به دست کربن منبع عنوانبه یتونزروغندرصد  5/0 با pH= 8و  گرادسانتی درجه 25 دمای در ساعت 15 از

بررسی  (.Charoenpanich et al., 2011) شد خالص برابر 30 موفقیت با اولترافیلتراسیون و ژل بانفوذ ستونی کروماتوگرافی آمونیوم، سولفات

 و 5/7 بهینه pH )نمونه بالینی( نشان داد که Aeromonas hydrophilaاز باکتری  شدهاستخراجلیپاز  آنزیم فعالیت روی بر دما و pH اثر

 ,Hassan) یابدمی کاهش فعالیت این باشد، مقادیر این از کمتر یا بالاتر دما و pH مقادیر که زمانی و است گرادسانتی درجه 37 مطلوب دمای

تا  7 محدوده pHگراد و درجه سانتی 50دمای گیری میزان فعالیت در با اندازه Idiomarina zobellii بهینه فعالیت لیپاز pH دما و (.2012

 (.Sadeghi-Dastjerdi et al., 2018) تعیین شد 11

( 2015و همکاران ) Pengمشاهده شد.  pH= 7گراد، یدرجه سانت 35 یدر دما Persiangulf ST16ی توسط سویه لازیآم نهیبه دیتول

 ،حاضربرخلاف مطالعه گزارش کردند.  pH= 6-7گراد و درجه سانتی 40را در دمای  Aeromonas salmonicidaتولید بهینه آمیلاز توسط 

Samie ( ماکزیمم تولید و فعالیت آمیلاز را در دمای 2012و همکاران )4گراد و درجه سانتی 10 =pH .مشاهده کردند Emele (2001گزارش ) 

 درجه 37 دمای در مختلف منابع از جداشده هایآئروموناس یهمه ندارد و بستگی Aeromonasجداسازی  منبع به آمیلاز تولید توانایی که داد

سوربیتول و سولفات باعث افزایش میزان تولید و فعالیت آنزیمی شد، اما  عصاره مخمرو  ستهنشااستفاده از  ما در مطالعه .بودند فعال گرادسانتی

 تولید برای کربن منبع بهترین نشاسته که اندداده نشان هاباکتری دیگر بر روی مطالعات از آمونیوم، کمترین میزان تولید را القاء کردند. بسیاری

 برای کربن منبع بهترین عنوانبهرا  نشاسته (2015و همکاران ) Peng ،حاضر مطالعه مشابه (.Al-Dhabi et al., 2020) است آمیلاز آنزیم

توسط  یدشدهتول آنزیم بازده( 2020و همکاران ) Samuelمطالعات بر اساس  معرفی کردند. Aeromonas salmonicida توسط آمیلاز تولید

Aeromonas hydrophila فعالیت حداکثر دارای شدهخالص آنزیم. یافت کاهش بازده ازآنپس و یافت افزایش تخمیر از پس ساعت 72 طی 

 .بود گرادسانتی درجه 37 و دمای pH= 6 در مطلوب پایداری و

 پروتئازسازی آنزیم درصد خالص. ندسازی شدخالصبرابر  43/2و  69/2 ،23/16 به ترتیبی پروتئاز، لیپاز و آمیلاز هاآنزیمدر این مطالعه، 

از  شدهاستخراج لیپاز سازیخالص (.Shieh and MacLean, 1975) گزارش شددرصد  Aeromonas salmonicida ،28 باکتری

با توجه به ساختار  (.Gurkok and Ozdal, 2021) شد آنزیم نهایی کارایی و ویژه فعالیت افزایش باعثنیز  Aeromonas caviaeباکتری

ها باکتری یژهوبهها متغیر، این میکروارگانیسمهای این منطقه تحت شرایط قرار گرفتن میکروارگانیسم یرتأثفارس و خلیج فردمنحصربهاکولوژیکی 

 Persiangulf سویه توسط پروتئاز و لیپاز آمیلاز، تولید سازیدارند. بهینه یفردمنحصربهی متفاوتی با عملکرد های ثانویهقابلیت سنتز متابولیت

ST16 باشد صنعت در استفاده و بیشتر مطالعات برای مناسبی کاندیدای تواندمی باکتری این که داد نشان فارسخلیج شمال از جداشده. 
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