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  چكيده

باشند، هاي بيوشيميايي ميهايي كه در دماهاي پائين قادر به كاتاليز واكنشبدليل توانايي در توليد آنزيم دوست سرماهاي باكتري
اين . صورت گرفته است هابر روي اين باكتريمطالعات زيادي  اخيرهاي در سالاز اين رو  .اندگرفتهبسيار مورد توجه قرار 

پوست ديد سختج ةگون ةرودمقاوم به سرما از  هايآنزيم ةهاي توليد كننديباكترو شناسايي جداسازي با هدف نيز پژوهش 
ابتدا  .، صورت پذيرفتايران استان چهارمحال و بختياريرشته كوه زاگرس واقع در آب سرد ارتفاعات  ةساكن چشم ،گاماروس
پس از  صورت گرفت و بردارينمونهاز روده آنها بصورت كاملاً استريل  ،انتقال به آزمايشگاهپس از آوري و ها جمعگاماروس

هاي مورفولوژيكي، هاي رشد يافته بر اساس ويژگيكلوني .دش دمادهي C5˚ يآگار در دما برتاني - لوريادر محيط  رقت ةتهي
 انجام  16SrRNAيابي ژن  هاي بيوشيميايي مورد مطالعه قرار گرفتند و در نهايت تعيين هويت مولكولي بر اساس توالي آزمون
كه متعلق به  شدثبت   k GenBanدر  MK961220دسترسي  ةبا شماره در اين پژوهش شناسايي شد جديدبومي  ةسوي. شد

هاي آنزيمتوانايي توليد جديد  ةاين سوي ،هاي صورت گرفتهطبق بررسي .باشدمي Pseudomonas fragiباكتري سرمادوست 
تا  0هاي بررسي شده در دماي حداكثر فعاليت آنزيم و را داردو لاكاز كسيداز، سرين پروتئاز ، اكاتالاز ،آميلاز، زايلوز ايزومراز

˚C5 هاي آنزيم ةشناسايي منابع بومي توليد كنند و بالقوه ظرفيتبررسي  بمنظور كشورپژوهش براي اولين بار در  اين .باشدمي
كانديد بعنوان تواند ميجديد  ةسوياين صورت گرفته  هايبررسيطبق  .انجام گرفته است زيست فناوري كاربرد با صنعتي

  .مورد استفاده قرار گيردصنايع مختلف  جهت استفاده درهاي سرمادوست آنزيم تخليص و توليدمناسبي براي 

  .16SrRNAژن ،  Pseudomonas fragiباكتري ،گاماروسسخت پوست  هاي سرمادوست،آنزيم :كليدي هايواژه

  roohullah.hemmati@sku.ac.ir: ، پست الكترونيكي 98 32324401 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
هاي سرد بوده كه بخش وسيعي از سطح زمين داراي محيط

هاي سازگار به سرما، بنام زيستگاه ميكروارگانيسم
بر اساس شرايط دمايي رشد، . باشندها ميسايكروفيل

ها به سه دسته ترموفيل، مزوفيل و ميكروارگانيسم

بدليل سهولت رشد ). 25( شوندسايكروفيل تقسيم مي
باكتريها و مقاومتشان در فرآيندهاي مختلف، يك افزايش 

اي ميكروبي در هتقاضا براي استفاده از بيوكاتاليست
هايي كه امروزه اكثر آنزيم. كاربردهاي صنعتي وجود دارد
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 .شوند، مزوفيل هستندي صنعتي توليد ميدر فرآيندها
در برابر آنها هاي مزوفيل، بدليل پايداري كم آنزيم كاربرد

علاوه ). 3( شودمي محدود ،pHو افزيش قدرت يوني، دما، 
در  ت،ايجاد گرما جهت افزايش بازيابي توليدا ،بر اين

مقرون به صرفه  ،هاي مزوفيلفرآيندهاي صنعتي باكتري
-هاي جداشده از ميكروارگانيسمآنزيم ،اين رو از. باشدنمي

- د جايگزين مناسبي براي آنزيمنتوانهاي سرمادوست مي

اخير مشخص شده  ةدر چند ده). 12(د نهاي مزوفيل باش
هاي ها بدليل توليد آنزيمكه اين ميكروارگانيسماست 

محيطي بسيار مزاياي اقتصادي و زيست، سازگار با سرما
هاي مزوفيل و ترموفيل ميكروارگانيسم مفيدي را نسبت به
هاي سازگار با سرما آنزيم). 37(دهند از خود نشان مي

ها هاي ساختماني و كاتاليتيك در انجام واكنشبدليل ويژگي
در دماهاي پائين نسبت به رقباي مزوفيل و ترموفيل از 

ها با سرعتي بيش از اين آنزيم .ندمزيت بيشتري برخودار
- هاي مزوفيل قادر به كاتاليز واكنشسرعت آنزيمدو برابر 

 .)17 و 12( باشندهاي شيميايي در دماهاي سرد مي
 هاي باكتري ةدو دسته ها بسرمادوست

Psychrophile)و ) سرمادوست اجباري 

Psychrotroph)شوندتقسيم مي) سرمادوست اختياري .
 هايسرمادوست متعلق به جنسهاي باكترياغلب 

Pseudomonas ،Vibrio، Cytophaga  وFlavobacterium 
  ).2(هستند 

هاي سرمادوست، مطالعات صورت گرفته در مورد باكتري
مقاوم به سرما هاي مختلف توانايي آنها را در توليد آنزيم

نظير آميلازها، سلولازها، پكتينازها، بتاگالاكتوزيدازها، 
). 39( سازدآشكار مياكسيدازها، پروتئينازها، ليپازها و غيره 

ها و تركيبات ها، متابوليتآنزيمها بدليل توليد اين باكتري
هاي ضد يخ از پتانسيل بالايي براي جديد نظير پروتئين

توانايي بالقوه  ).5(كاربردهاي بيوتكنولوژي برخوردارند 
گذاري در هاي سرمادوست منجر به افزايش سرمايهآنزيم

ها در صنايع استفاده از اين آنزيمزمينه تحقيقات و توسعه 
بتا نظير پكتيناز، (غذايي مختلف از جمله صنايع 

، )ظير ليپاز، آميلاز، سلولازن(، صنايع شوينده )گالاكتوزيداز
و  33( شودميو غيره  )پروتئاز(صنايع فرآوري گوشت 

- وست بطور موفقيتهاي سرمادعلاوه بر اين آنزيم ).39

، تغيير و تبديلات )نظير اكسيدازها(پالايي آميزي در زيست
و نيز در زيست دارويي ) متيلاز و آمينوترانسفرازها(زيستي 

روند و تحقيقات در اين زمينه بطور بطور وسيع بكار مي
با توجه به اهميت  ).39( استافزايش در حال  يروزافزون

اين  ،در صنايع آنهاهاي سرمادوست و كاربرد وسيع آنزيم
 هاي سرمادوستپژوهش با هدف شناسايي باكتري

موجود در  همزيست در روده سخت پوست گاماروس
با  بختياريو چشمة آب سرد ارتفاعات استان چهارمحال 

 صنايع انجام شدهزيست فناوري و ر داحتمالي كاربرد 
  .است

 روشها و مواد

-  آب ةپوست گاماروس از چشمسخت ةگون جداسازي
آب سردي كه در اين پژوهش از آن نمونه  ةچشم :سرد

در كيلومتري شهركرد  85در فاصله برداري صورت گرفت 
هاي زاگرس استان چهارمحال و رشته كوهارتفاعات 

 C 15˚تا  C 5˚ ازدماي آب آن  .واقع شده است بختياري
پس از  هانمونهاين  .استدر فصول سرد و گرم سال متغير 

 آزمايشگاهبه  C5˚دماي در توسط فلاسكجمع آوري، 

  .شدند منتقل

جديد  ةگون ةاز رود جداسازي باكتريهاي سرمادوست
توسط  هاگاماروس سطح ابتدا :گاماروسسخت پوست 

 ةاز رود بطور كامل ضدعفوني و UVالكل رقيق و نيز اشعه 
 .صورت گرفت برداريصورت كاملاً استريل نمونههآنها ب
آگار در  برتاني- لوريادر محيط  ،رقت ةتهيپس از  هاهنمون
در اين دما فقط يك نوع  .نددشگرماگذاري  C4˚ يدما

، بودن مينان از خالصاط جهترشد يافت كه  كلوني
 4- 3نتقل و براي آگار م LBبه پليت  بصورت جداگانه

- بر اساس ويژگيكلني جداشده . كشت داده شدمتوالي بار

هاي بيوشيميايي مورد مطالعه  هاي مورفولوژيكي، آزمون
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قرار گرفت و در نهايت تعيين هويت مولكولي بر اساس 
   .انجام شد 16SrRNAيابي ژن  توالي

هاي آزمونو  بررسي خصوصيات مورفولوژي
 خصوصيات و ظاهري كلني خصوصيات :ييبيوشيميا

 ميكروسكوپ گرم توسط آميزيرنگ از پس سلول، ظاهري

 ةبمنظور شناسايي نسبي و اولي. شد ثبت و بررسي نوري
ي بجداشده، يكسري از آزمونهاي بيوشيميايي ميكرو ةسوي

 آزمون ،سيترات آزمون مصرف آميزي گرم،رنگاز جمله 

 پروسكائر وگس-رِد متيل آزمون اكسيداز، آزمون كاتالاز،
)MR-VP test(تحرك-ايندول-سولفيد ، آزمون )SIM test(، 
-بر اساس كتاب سيستماتيك باكتري ،نشاسته هيدروليز و

تشخيص  جهتدر نهايت . )40( انجام شدشناسي برگي 
يابي ژن  مولكولي بر اساس توالي شناسايينهايي، 

16SrRNA پذيرفت صورت.  

از  منظور اين براي :جدا شده باكتري مولكولي بررسي
ر د پليت حاوي كشت خالص، يك كلني تك برداشته و

cc10 طمحيLB  دماي مايع، در ˚C5 ساعت 20 بمدت 
-رسوب جهتمحيط كشت نامبرده  سپس. شد داده كشت

 .گرديد سانتريفيوژ دقيقه 5 بمدت rpm  9000ردو گيري در
 كيت از با استفاده DNAاستخراج  براي، رسوب حاصلاز 

Cell DNA Isolation kit  تهيه شده از شركتGene All 
از صحت كار، محصول استخراج  براي اطمينان. استفاده شد

 1بر روي ژل ) BioRad(ژنوم توسط دستگاه الكتروفورز 
ژن  ،پس از استخراج ژنوم .رصد آگارز مشاهده شدد

16SrRNA با تكنيك PCR يپرايمرهااز  و با استفاده 
universal  هاي  با نامF  وR 29و  28( تكثير شد(. 
 :از عبارتنددر اين پژوهش  مورد استفاده آغازگرهاي

Primer F: 5' –GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' 

Primer R:5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT -3' 

 5/2 :عبارتند از) PCR(اي پليمراز زنجيرهاجزا واكنش 

ميلي  Mgcl2 )50ميكروليتر  X10 ،75/0ميكروليتر بافر 
 5/0، )يلي مولارم 10( dNTPsميكروليتر  5/0، )مولار

 10( رو و معكوساز آغازگرهاي پيشميكروليتر از هريك 
 ميكروليتر 25/0 ژنومي، DNAميكروليتر  1، )يكرومولارم

كه با آب تزريقي به حجم  Polymerase Taq  DNAآنزيم 
  . ميكروليتر رسيد 25نهايي 

اوليه  سازي واسرشت ،اي پليمرازبراي انجام واكنش زنجيره
ه تكرارشوند ةچرخ 35 و دقيقه 5 بمدت C 94˚با دماي
 45 مدت به C 94˚دماي در ثانويه سازيواسرشت شامل

 سنتز و قيقهد 1 بمدت C56˚ دماي در ل پرايمرهااتصا ،ثانيه

 لطوي مرحلهو  ثانيه 30و  دقيقه 1 مدتب C 72˚دماي در
در نظر دقيقه  10بمدت  C 72˚دماي در نيز نهايي شدن

   .گرفته شد

ز محصول حاصل ا نظر،جهت شناسايي نهايي باكتري مورد 
PCR بطول bp 1500 و پس از تخليص، براي  الكتروفورز

و  كره جنوبي ارسال ماكروژن شركتتعيين توالي به 
 توالي. گرديد توالي تعيين خوانش  طرفه دو بصورت
ويرايش و  Chromas proافزار با استفاده از نرم، حاصل
 BLAST افزار نرم توسط

)https://blast.ncbi.nlm.nih.gov(، هاي ثبت شده  با توالي
مورد مقايسه قرار گرفت و  NCBI در پايگاه داده

 انتخاب  16SrRNAنتوالي ژ بر اساسترين سويه  نزديك
   .شد

بمنظور  :جدا شده ةسوي فيلوژنتيكت و رسم درخ تحليل
- و تواليجداسازي شده  ةبررسي ارتباط فيلوژني ميان سوي

 هاي تواليهمرديفي ، مشابه موجود در پايگاه دادههاي 
16SrRNA نرم افزار توسط Clustal W درخت  .انجام شد

و ) MEGA4  )52رافزا فيلوژني با استفاده از نرم
). 48و  20(شد ترسيم   Neibour-Joining(NJ)الگوريتم

 NCBIبدست آمده از تحقيق حاضر در بانك ژني  يتوال
  .گرديدثبت 

 بمنظور: جداشده سويهآنزيم آميلاز از  فعاليتسنجش 

توليد آميلاز در  نشاسته، هيدروليزكنندگي خاصيت تأييد
شكل (دار مورد بررسي كيفي قرار گرفت پليت آگار نشاسته
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برنفلد  براساس روش آن نيز فعاليت كمي سنجشو  )7
Bernfeld) (نيتروساليسيليك دي معرف از استفاده با و

)DNS (پذيرفت صورت )جداشده در  ةسوي ابتدا). 8
كشت  C5˚دماي ساعت در  48 براث بمدت  LBطمحي

سپس براي شكستن ديواره سلولي و رهاسازي . داده شد
پالس بمدت  80ها، محيط كشت روي يخ با قدرت آنزيم

پس از . بار سونيكيت شد 13ثانيه و به تعداد  30
 10 بمدت rpm 10000دور  با كشت محيط ،سونيكيشن

 حاويكه  رويي سوپ و شد انتريفيوژس C4˚ دماي و دقيقه

استفاده  مورد آنزيم آميلاز فعاليت سنجش براي بود آنزيم
 رويي محلول از يكروليترم 400 ،بدين منظور. قرارگرفت

 محلول يك درصد نشاسته ميكروليتر 250 بهحاوي آنزيم 

 بعنوان ميلي مولار 100ت فسفا بافر يكروليترم 1350 در

 مخلوط جهت انجام واكنش،).  =pH 7( شد اضافه سوبسترا

 در .قرار داده شد C 5˚در دماي اعت س 2 بمدت حاصل

ليتر از ميلي اضافه كردن يك آنزيمي با واكنش بعد، مرحلة
 در دقيقه 5 بمدت آن قراردادن و مخلوط به DNSمعرف 

ج موطول  ها درسپس جذب نمونه. يافت پايان جوش آب
nm540 44( گرديد قرائت.(  

 :جدا شده ةسنجش فعاليت آنزيم زايلوز ايزومراز از سوي
زايلوز ايزومراز آنزيم مهمي است كه ايزومريزاسيون 

پذير گلوكز به فروكتوز و زايلوز به زايلولوز را برگشت
كند و در توليد صنعتي شربت فروكتوز با درصد كاتاليز مي

علاوه . گيرداستفاده قرار ميشيريني بالاتر از ساكارز مورد 
اين آنزيم در صنايع غذايي، بدليل كاربردهاي  ةبر استفاد

بسيار مورد توجه  ،هاي زيستيآن در صنعت سوخت ةبالقو
توليد اين  ،بدليل اهميت موضوع). 13( قرار گرفته است
در اين . جديد مورد بررسي قرار گرفت ةآنزيم مهم در سوي

بوسيله تست سيلوانف ومراز زايلوز ايزتوليد آنزيم پژوهش 
جدا شده  ةسويبدين منظور ابتدا ). 46و  34( تصديق شد
براي  بعد ةدر مرحل. كشت داده شد براث LBدر محيط 

در بالا سازي آنزيم، محيط كشت با شرايط عنوان شده رها
سپس براي بررسي فعاليت آنزيم زايلوز  .سونيكيت شد

 در سونيكيت شدهوژ محيط ياز سانتريف ايزومراز، پس

 ميلي ليتر C4، 5˚ دماي و دقيقه 10 بمدت rpm 10000دور
سوبستراي  ميلي ليتر 5سوپ رويي برداشته و به آن از 

حاصل  مخلوطپس از قرار دادن  .شدمولار اضافه  1گلوكز 
 يك ميلي ليتر ،ساعت 6، 4، 2 در زمانهاي صفر،روي يخ، 

از معرف  ليتريك ميلياضافه كردن  آن را برداشته و بااز 
 جوش آب دره دقيق 5 سيلوانف و قراردادن مخلوط بمدت

طول  ها درسپس جذب نمونه. يافت واكنش آنزيمي پايان
  ).18( گرديد قرائت nm560موج 

كاتالاز : سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز از سويه جدا شده
گرفته  تقريباً در همه موجودات از باكتريهاآنزيمي است كه 

محافظت از  ةظيفو و شودتا گياهان و جانوران يافت مي
آب اكسيژنه را بر عهده سلول در برابر تخريب اكسيداتيو 

آب اكسيژنه را به آب و اكسيژن تجزيه  ،اين آنزيم. دارد
در بين  Turn overكاتالاز داراي بالاترين  ).14(كند مي

بيش  ةتجزي قادر بههر مولكول آنزيم زيرا  ؛باشدها ميآنزيم
بدليل ). 21( استاز يك ميليون مولكول پراكسيد هيدروژن 

هاي در زمينههاي مهم بعنوان يكي از آنزيماهميت كاتالاز 
مختلف صنعتي و بيوتكنولوژي و كشاورزي از جمله 

، در )35و  30(و غيره  زيست پالايي و صنايع غذايي
جدا شده مورد  ةپژوهش حاضر كيفيت اين آنزيم در سوي

العمل اين آزمايش بر طبق دستور .ارزيابي قرار گرفت
 صورت پذيرفتبا كمي تغيير مندرج در مقالات پيشين 

روي ت بدين منظور پس از كشت باكتري و سونيكي ).27(
لام  4سپس . شدجدا توسط سانتريفيوژ محلول رويي  ،يخ

 يا لوله با اندازه يكسان برداشته و درون هر يك مقدار
ريخته شد  )ميكروليتر 300(يكساني از پراكسيد هيدروژن 

در را ها لوله .)ها براي كنترل منفي استالبته يكي از لوله(
تا پراكسيد به دماي داده مورد نظر قرارمختلف دماهاي 

 ميكروليتر از 300، هر لوله به سپس .مورد نظر برسد
گذشت اضافه شده و پس از  دماهمان  بامحلول رويي 

ها مورد بررسي كيفيت تشكيل حباب در لوله ،دقيقه 3زمان 
 C 5˚فعاليت آنزيم در دماهاي در اين پژوهش. گرفتقرار 
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 آن درو نتايج حاصل از  بررسي شد C 15˚ و C 10˚و 
  .بخش مربوطه ارائه گرديد

 :فعاليت آنزيم اكسيداز از سويه جدا شده ارزيابي
كنند يا با  انرژي توليد ميها اصولاً به دو روش  باكتري

تخمير يا با اكسيداسيون مواد آلي كه اين گروه از باكتريها 
 .و اصطلاحاً اكسيداز مثبت هستند آنزيم اكسيداز دارند

كنند ن از سوبسترا را كاتاليز ميژاكسيدازها برداشت هيدرو
كنند هيدروژن استفاده مي ةاما از اكسيژن فقط بعنوان گيرند

 مانند(باشد آنزيم اكسيداز داراي گر باكتري ا). 36و  19(
Pseudomonas يا Gonococcal ( در صورت مجاورت با
و يا مانند تترا متيل پي فنيلين دي آمين سوبستراهايي 

دهد و اگر  رنگ بنفش تغيير رنگ ميمعرف كواكس به 
. تغيير رنگ نداريم) مانند آسينتوباكتر(اكسيداز منفي باشد 

بر اساس روش ارائه اكسيداز در اين پژوهش فعاليت آنزيم 
مقداري ابتدا ). 31( بشرح زير ارزيابي شدشده در مقالات 

از سوپ رويي كشت سونيكيت شده روي كيتي كه حاوي 
 ةدهندتغيير رنگ كيت نشان ،شود- ريخته ميست سوبسترا

  ).50و  7(باشد وجود آنزيم اكسيداز مي

 :سرين پروتئاز از سويه جدا شده ارزيابي فعاليت آنزيم
 4هاي صنعتي از منابع گياهي و درصد از آنزيم 8تنها 

شوند و مابقي درصد آن از منابع جانوري توليد مي
- ها از مهمميكروارگانيسم). 10(خاستگاه ميكروبي دارند 

ها بوده كه بيشتر آنها ترين منابع توليد آنزيمترين و عمده
و  6( ها هستندها و سودوموناسمتعلق به جنس باسيلوس

، پروتئازها بدليل كاربرد هاي باكترياييآنزيم از بين ).9
-وسيعشان در صنايع مختلف، بسيار مورد توجه قرار مي

در ميان پروتئازها، سرين پروتئازها ). 45و  32( گيرند
نقش مهمي در دناتوره  بالا pHبعلت پايداري و فعاليت در 

و كاربرد  كنندمحيط قليايي بازي ميها در كردن پروتئين
  ).23(وسيعي در صنايع دارند 

هاي بر روي گونه 2016هاي صورت گرفته در سال بررسي
توانايي  هاگونهاز برخي ،مختلف سودوموناس نشان داد

توليد آنزيم سرين پروتئاز را داشته كه در دماهاي مختلف 
حاضر  در پژوهش). 4( دهندفعاليت متفاوتي را نشان مي

در دماهاي مختلف طبق  ي وجود اين آنزيممبررسي ك
با اندكي تغييرات دستورالعمل موجود در مقالات پيشين 

بدين منظور پس از كشت . صورت گرفت) 22و  11(
باكتري و سونيكيت روي يخ، توسط سانتريفيوژ، محلول 

ميكروليتر از محلول رويي با  200سپس  .شدرويي جدا 
درصد بعنوان سوبسترا  BSA 1ميكروليتر از محلول  200

ميكروليتر بافر فسفات در داخل لوله آزمايش  200بهمراه 
كه ) كنترل ةنمون(بلانك  ةلول همراه بابا هم مخلوط و 

دقيقه در  10مدت مواد بجز محلول رويي بود، ب ةشامل هم
 nm280  جذب در سپس و داده شدداخل يخچال قرار 

 ةمهاركنندبعد براي بررسي اثر  ةدر مرحل .قرائت گرديد
PMSF  ،ابتدا محلول  ،مشابه يدر آزمايشبر فعاليت آنزيم

پس به محلول واكنش مخلوط س PMSFرويي با مهاركننده 
هاي مختلف جذب در اضافه شد و پس از گذشت زمان

nm 280 زمان و دماهاي در تحقيق حاضر . قرائت شد
متفاوتي براي بررسي فعاليت اين آنزيم انتخاب و نتايج آن 

 .در بخش مربوطه ارائه گرديد

 نتايج

جديد سخت پوست  ةگون ةرود ازباكتري سرمادوست 
گرس كوههاي زاآب سرد  هگاماروس بومي چشم

و كمتر  C5˚در دماي باكترياين  ةرشد بهين. شد سازيجدا
 نداداز خود نشان هيچگونه رشدي  C37˚بود و در دماي 

از لحاظ مورفولوژي در زير ميكروسكوپ به  .)1كل ش(
 نتايج .)2شكل ( شدديده گرم منفي ل شكل كوكوباسي

 درنيز  سويه بومياين  بيوشيميايي به آزمونهاي مربوط

   .ارائه شده است 1 جدول
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پليت ) B(و  C 5˚پليت كشت داده شده در دماي ) A( -1شكل 

 .C37˚انكوبه شده در دماي 

  
  .گستره سويه جداشده در زير ميكروسكوپ -2ل شك

 روده گاماروساستخراج شده از  باكتريهاي بيوشيميايي  نتايج آزمون -1ل جدو

Growth 
at 30˚C 

Indole  H2S  VP 
test 

Glucose Citrate Starch 
hydrolysis 

Motility  Oxidase 
test  

Catalase 
test  

Gram 
stain  

Morphology  

- -  -  - + + + + +  +  -  cocobacil  
  

  
 ةنمون )B( و جداشده ةتست مربوط به حركت سوي) A( -3شكل 

   .كنترل منفي

  

جهت تكثير قطعه PCR انجام  و باكترياستخراج ژنوم 
16SrRNA :4شكل (نوم باكتري استخراج شد ژا ابتد .(

جداسازي شده،  سويهمولكولي منظور شناسايي بسپس 
استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  با 16SrRNAن ژتكثير 

ژن تكثيري توسط شركت ). 5ل شك( صورت پذيرفت
نتايج حاصل از . ماكروژن از دو طرف خوانش گرديد

BLAST  بانك هاي موجود در  با تواليبدست آمده توالي
جديد  ةاين سويدرصدي  64/99شباهت  ،NCBIاطلاعاتي 
 ةكه با شمار داد نشانرا  Pseudomonas Fragiبه باكتري 
  .)2جدول ( شدثبت  k GenBanدر  MK961220دسترسي 

 
جدا شده همراه با  ةژنومي سوي  DNAجمحصول استخرا -4شكل 

  .bp100ماركر 

  
همراه با  جدا شده ةسويدر 16SrRNAژن  PCRمحصول  -5شكل 

  .bp100ماركر 
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  معتبر در بانك اطلاعاتي ژنومهاي  با سويه 16SrRNAي ژن توالبر اساس مقايسه  جداسازي شده ةسوي شناسايي مولكولي -2جدول 
**شماره دسترسي   درصد شباهت نام سويه 
MK961220 Pseudomonas fragi 99/64 

  .باشد مي NCBIثبت شده در بانك اطلاعات ژنوم  هاي توالي ،دسترسيشماره  **

 هاي جنس دهد كهنشان ميانجام شده  تحقيقات نتايج
Pseudomonas، Azospirillum و Bacillus  از جمله
يعني نسبت به  ؛روند بشمار ميتجاري  هاي ميكروارگانيسم

اند و  گرفته قرار بررسي مورده گسترد هاي ديگر بطورجنس
هاي موجود در آنها بصورت نوتركيب بميزان وسيع آنزيم

در تحقيق  .)10( گيرنددر صنايع مورد استفاده قرار مي
متعلق به جنس  ،شناسايي شده ةحاضر نيز سوي

Pseudomonas هاي  نقشدر تحقيقات متعدد باشد كه  مي
  . )9(مطرح شده است  جنسبراي اين  زيادي

شناسايي شده  ةميان سوي فيلوژنتيكي ةبمنظور بررسي رابط
با  ، درخت فيلوژنيBLASTهاي بدست آمده از با نمونه

 Neibour-Joiningروش و  MEGA4نرم افزار استفاده از 

(NJ) )19( نتايج حاصل از درخت فيلوژني نشان  .رسم شد
با ) **sa(دهد كه سويه مورد مطالعه مي

اهري قرار در يك كلاد خو  Pseudomonas fragiيباكتر
بدست آمده از تحقيق حاضر  يتوال). 6 شكل(ت گرفته اس

  .ثبت شد NCBIدر بانك ژني 

  
جداشده با ستاره مشخص شده باكتري  .Neibour-Joining (NJ)روشو MEGA4 افزار نرمشناسايي شده با استفاده از  باكتريدرخت فيلوژني  -6شكل 

  .است

 Pseudomonas extremaustralis 14-3 16S

 Pseudomonas marginalis strain ICMP 3553

 Pseudomonas veronii strain CIP 104663

 Pseudomonas grimontii strain CFML 97-514

 Pseudomonas meridiana strain CMS 38

 Pseudomonas antarctica strain CMS 35

 Pseudomonas fluorescens strain NBRC 1416

 Pseudomonas canadensis strain 2-92

 Pseudomonas lurida strain P 513/18

 Pseudomonas costantinii strain CFBP 5705

 Pseudomonas trivialis strain P 513/19

 Pseudomonas poae strain P 527/13

 Pseudomonas brenneri strain CFML 97-391

 Pseudomonas migulae strain CIP 105470

 Pseudomonas arsenicoxydans strain VC-1

 Pseudomonas prosekii strain AN/28/1

 Pseudomonas chlororaphis strain DSM 5008

 Pseudomonas weihenstephanensis strain DS

 Pseudomonas deceptionensis strain M1

 Pseudomonas taetrolens strain I11

 sa**

 Pseudomonas fragi strain ATCC 4973

 Pseudomonas fragi strain NBRC 3458

 Pseudomonas endophytica strain BSTT44

 Pseudomonas psychrophila strain E-3

0.002
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 7همانگونه كه در شكل  :آنزيم آميلازسنجش فعاليت 
شود هاله تشكيل شده در اطراف كلني مورد مشاهده مي
توسط ايزوله جداشده توليد آنزيم آميلاز توانايي نظر بيانگر 

بررسي بدست آمده از تكميلي با توجه به نتايج باشد و مي
و  nm540كه با استفاده از روش بنفيلد در طول موج  كمي

از  اين باكتري، صورت پذيرفت C12˚و  C˚0 در دماهاي
شكل  ( آنزيم برخوردار استاين توانايي بالايي براي توليد 

ميزان فعاليت اين  ،حاصلهبر اساس نتايج  ).3دول جو  8
 12دماي  آنزيم در دماي صفر درجه بيشتر از فعاليت آن در

  .باشددرجه مي

  
بررسي كيفي آنزيم آميلاز توليد شده توسط سويه مورد ) A( -7شكل 

  .هاي كنترل فاقد آنزيم آميلازنمونه) Cو B(مطالعه و 

  
سويه مورد آنزيم آميلاز توليد شده توسط  كميبررسي  -8شكل 
  .تيوب حاوي آنزيم وسمت چپ شاهدسمت راست ميكرو ،مطالعه

  ي فعاليت آنزيم آميلازمنتايج بررسي ك -3جدول 
 )nm540(جذب C˚)( ادم
 478/0 )صفر درجه(روي يخ 
 281/0  درجه 12

  

ي آنزيم بررسي كم :زايلوز ايزومرازسنجش فعاليت آنزيم 
مولار و معرف  1زايلوز ايزومراز با سوبستراي گلوكز 

وجود  ةايجاد رنگ قرمز نشاندهند. )8( وانف انجام شديسل

. باشدليل حضور آنزيم زايلوز ايزومراز ميدفروكتوز ب
قرائت ر تكرا 4در  nm 560شدت رنگ در طول موج 

 4بيشترين فعاليت آنزيم بعد از  ،با توجه به نتايج. گرديد
نشان داده شده  9ساعت بدست آمد كه نمودار آن در شكل 

   .است

  
  .صفر درجهتعيين زمان بهينه براي فعاليت آنزيم در دماي  -9شكل 

طبق : سنجش فعاليت آنزيم كاتالاز از سويه جدا شده
اين سويه جديد از توانايي  ،10نتايج مشاهده شده در شكل 

توليد ميزان بالايي از آنزيم كاتالاز برخودار بوده كه فعاليت 
دماهاي بالا فعاليت آن در آن در دماهاي پايين بيشتر از 

  .است

  
در دماهاي  بررسي فعاليت آن كاتالاز وارزيابي كيفي آنزيم  -10شكل 

 .مختلف

A و B  وC جدا  ةآنزيم كاتالاز سويميزان فعاليت  ةنشاندهندترتيب ب
باشد در حضور استرپتوكوك درجه مي 15و  10و  5شده در دماهاي 

  .)D(بعنوان كنترل منفي براي توليد آنزيم كاتالاز

منظور ب: سنجش فعاليت آنزيم اكسيداز از سويه جدا شده
سنجش فعاليت آنزيم اكسيداز بصورت كيفي از كيت 
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وجود  ةاستفاده شد كه رنگ آبي مايل به بنفش نشاندهند
  ).11شكل ( باشدآنزيم اكسيداز مي

  
  ارزيابي كيفي آنزيم اكسيداز -11ل شك

: جدا شده ةارزيابي فعاليت آنزيم سرين پروتئاز از سوي
در اين  پروتئاز آنزيم سرين توليد آزمون ارزيابي نتايج

 توانايي توليد از شناسايي شدهه سوي كه داد نشان پژوهش

طبق نتايج بدست  ).4ل جدو( است برخوردار آنزيماين 
پايدارتر از  C 5˚آمده اين آنزيم در دماهاي پايين نظير

 12بطوري كه در دماي . باشدمي C 12˚دماهاي بالا نظير

آنزيم كاهش يافته دقيقه فعاليت  20درجه بعد از گذشت 
گذشت اين زمان فعاليت با  ،درجه 5در حالي كه در دماي 

 همچنين نتايج موجود در در جدول. يابدآنزيم افزايش مي
فنيل متيل ( PMSFدهد كه افزودن بازدارنده نشان مي 5

سبب مهار آنزيم سرين پروتئاز شده ) سولفونيل فلورايد
  .است

  نتايج مربوط به وجود آنزيم سرين پروتئاز از سويه جدا شده -4جدول 
  دقيقه 20پس از گذشت   دقيقه 10پس از گذشت   دما
˚C5 751/0 93/0  
˚C12  86/0  65/0  

 PMSFبا بازدارنده آنزيم سرين پروتئاز مهار نتايج مربوط به  -5جدول 

  دقيقه 20پس از گذشت   دقيقه 10پس از گذشت 
25/0  03/0  

  

  نتيجه گيريبحث و 
- هاي اخير بدليل اهميت قابل توجه ميكروارگانيسمدر سال

هاي فعال در آنزيم دستيابي به با هدف ،هاي سرمادوست
و سرد هاي اي به اكوسيستمتوجه ويژه ،سرما

ها توليد اين آنزيم). 17( هاي آن شده استميكروارگانيسم
بيوتكنولوژي بسيار مفيد و از نظر اقتصادي نيز از نظر 

افزون بر اين با افزايش دما  ).42( باشدمقرون به صرفه مي
ها را غير فعال نمود و به همين دليل در توان اين آنزيممي

فيل آلودگي زيست محيطي مقايسه با اتواع مزوفيل و ترمو
- باكتريمطالعات صورت گرفته در مورد با  .كنندايجاد نمي

هاي مختلفي هاي سرمادوست، توانايي آنها در توليد آنزيم
نظير آميلازها، سلولازها، پكتينازها، بتاگالاكتوزيدازها، 

 است شدهاثبات اكسيدازها، پروتئينازها، ليپازها و غيره 
هاي مختلف از سويه بومي نتايج بررسي وجود آنزيم  ).39(

در نيز هاي آن و كاربردشناسايي شده در پژوهش حاضر 
  .خلاصه شده است 6جدول 

بدليل اهميت اين موضوع، در اين مطالعه باكتري جداشده 
هاي آب از روده سخت پوست گاماروس ساكن چشمه

سرد ارتفاعات زاگرس استان چهارمحال بمنظور توانايي 
هاي سرمادوست با پتانسيل بيوتكنولوژي مورد توليد آنزيم

با توجه به بومي و جديد بودن گونه . بررسي قرار گرفت
سخت پوست، پژوهش كنوني براي نخستين بار انجام شده 

 64/99شناسايي مولكولي اين باكتري همولوژي . است
نشان داد كه اين  Pseudomonasدرصدي آن را با جنس 

. يي صورت گرفته تطابق داردهاي بيوشيمانتايج با تست
 spريزوباكتر  2019طبق گزارش اخير در سال 

Pseudomonas گياهان بدست آمد كه بصورت  از ريزوسفر
هاي محرك رشد سبب همزيست با گياه و توليد متابوليت

شود افزايش رشد گياه ونيز افزايش جوانه زني دانه مي
)43.(  
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  هاي مختلف از سويه بومي شناسايي شدهنتايج بررسي وجود آنزيم -6جدول 
  جداشده ةتوليد در سوي كاربردها  هاآنزيم
  +  )51و  47(شوينده و غيره نساجي، كاغذ،دارويي،مانند صنايع غذايي،صنايع مختلفدر   آميلاز

  +  )49(مثل پمادها و محلولهاي شتشو شوينده، صنايع لبني، نساجي، توليد چرم، صنايع دارويي  سرين پروتئاز
  +  )13(ها، صنايع نانوايي، توليد شربت فروكتوز، سوخت زيستي و غيره صنايع غذايي، نوشيدني  زايلوز ايزومراز

  +  )51و  21(ها، صنايع غذايي، زيست پالايي و غيرهتهيه اسفنج، صنايع لبني، شوينده  كاتالاز
تعيين گلوكز خون و ادرار، تعيين مقدار اتانول در مايعات بيولوژيك، معرف براي تشخيص و  پراكسيداز

ها، دخالت در سنتز تركيبات آروماتيكي مختلف و حذف فنولها و پراكسيدها از تصفيه فاضلاب
  )24و  1(مواد زائد صنعتي 

+  

نساجي، ، نظير رنگبري در صنعت صنايع مختلف و نيز طيف وسيعي از فرآيندهاي شيمياييدر   لاكاز
سفيد كردن خمير كاغذ، سميت زدايي از پساب، پالايش زيستي، صنايع غذايي، توليد مواد آلي از 

  )26 و 15(و غيره هاي سوختي، زيست نانو فناوري سوبستراي فنولي و آميني، پيل

+  

  

بصورت نيز احتمالاً اين سويه از اين رو ما فرض كرديم كه 
پس از خورده شدن و  قرار داردريشه گياهان  درهمزيست 

وارد دستگاه ريشه گياهان توسط سخت پوست گاماروس، 
اگر اين فرض . شده است اين سخت پوستگوارش 

، بر اساس رژيم غذايي سلولزي و پروتئيني درست باشد
شايد بتوان از اين سويه جديد براي تحريك  گاماروس،

كشور نيز بهره  سيردر مناطق سرد و بذرها هازني دانهجوانه
البته تحقيقاتي در اين زمينه و استفاده از اين سويه . برد

. جديد و بررسي تأثير آن در رشد گياه در حال انجام است
با در دماهاي پايين اين تحقيق رشد بهينه ايزوله جدا شده 

  .Gavali, J., & Pathak, Aنتايج بدست آمده از تحقيقات
از توانستند اين محققان نيز . مطابقت دارد 2015در سال 
اي را جداسازي كنند كه رشد سويه ،طبيعيهاي يخچال

عليرغم گزارش آنها البته، ). 41( بود C 5˚بهينه آن در دماي 
ايزوله جداشده از نشاسته، در مصرف مبني بر عدم توانايي 

 فعال، تحقيق حاضر سويه جديد بدليل توليد آنزيم آميلاز
يفي و كمي توانايي مصرف نشاسته را داشته و آزمايشات ك

با وجود اينكه . ييد شوندأتا نتايج ت ندچندين بار تكرار شد
هاي موجود در اطلاعات زيادي در مورد آنزيم

Pseudomonas fragi  دو در دست نيست ولي زنوم كامل
و  Wang, Qتوسط  B25و  A22هاي سويه از آن بنام

هاي و توالي ژن) 53( ه استهمكارانش تعيين توالي شد

 Geneدر آميلاز ژن توليد كننده آنزيم  مختلف آن از جمله

bank در خصوص آنزيم پروتئاز . شده است ثبت
Pseudomonas fragi محدودي ارائه شده  هاينيز گزارش

 1979همكارانش در سال  و Noreauدر گزارشي  .است
در پژوهش حاضر . )38( اندكردهاين آنزيم را جداسازي 

-توليد اين آنزيم توسط سويه جديد مي بيانگر ،نيز نتايج

نياز تحقيقات بيشتري  جهت كسب جزئيات بيشترباشد كه 
 استاين سويه همچنين قادر به توليد زايلوز ايزمراز . است

 توجه بهبا و كه در صنايع توليد آبميوه مصرف زيادي دارد 
در  Pseudomonas fragiازاينكه ژن توليد كننده اين آنزيم 

Gene bank عراج جامعي تحقيق امكان ،باشدموجود مي 
در اين پژوهش ما وجود اين آنزيم . است شده فراهمبه آن 

ناگفته نماند تنها از سر . را در سويه جديد بررسي نموديم
متيلن بلو كنجكاوي اين سويه جديد را روي پليت حاوي 

كشت داديم و مشاهده  و در حضور سويه لاكاز منفي
زنيم كه اين سويه كرديم كه بخوبي رشد كرد و حدس مي

گونه همان. باشد داشتهها را نيز دهجديد توانايي حذف آلاين
از همچنين جديد  ةاين سويكه در بخش نتايج مشاهده شد 

كاتالاز سرمادوست آنزيم توليد  برايپتانسيل بالايي 
در  .كاربرد وسيع در صنايع مختلف دارد كهبرخوردار است 

تنها ارائه شده، Gavali, J و   Pathak, Aكه توسط يپژوهش
 Pseudomonas fragiدر  كاتالازحضور و عدم حضور  به
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جهت  آنزيم كاتالازاز  بررسي كيفي و كمي شد و اشاره
ها نيز در مورد ديگر آنزيم). 41(ارائه نشده است مقايسه 

هاي ديگر البته در مورد گونه .است منوالوضع به همين 
Pseudomonas  نظيرfluorescens  وaeruginosa 

عليرغم اهميت ؛ ولي انجام شده است بيشتريتحقيقات 
در صنايع و كاربرد وسيعشان  هاي سرمادوستآنزيم

- در مورد آنزيم زيادي هايپژوهشسفانه هنوز أمختلف، مت

نطر به . صورت نگرفته است Pseudomonas fragiهاي 
باشد و با توجه ايران مي مانجديد، بومي كشور ةاينكه سوي

كه در  هاي سرمادوستآنزيمپتانسيل بالاي آن در توليد به 
اين سويه ، باشنددماهاي بسيار پايين قادر به فعاليت مي

به فرم طبيعي يا  آنزيم جهت تخليص يمناسبكانديد بسيار 
هاي سرمادوست نوتركيب جهت استفاده در توليد آنزيم

در صنايع،  هااين آنزيماستفاده از  و باشدميصنايع مختلف 
موجب افزايش كيفيت محصولات شده و با ايجاد ارزش 

هاي مربوطه در پي افزوده، افزايش درآمد را براي شركت
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Abstract 

Psychrophilic bacteria are useful in biotechnology due to their ability to produce 
different enzymes capable of catalyzing biochemical reactions at low temperatures. 
Therefore, many studies have been done on these bacteria in recent years. The aim of 
this study was to isolate and identify the bacteria producing cold-adapted enzymes from 
the intestine of the new species of crustacean Gammarus species living in cold water 
spring of Saman in Chaharmahal va Bakhtiari province, Iran. The Gammarus samples 
were collected from cold spring of Saman. After transfer to the laboratory, bacteria were 
collected from the intestines in sterile condition. Then after, bacteria were cultured on 
the LB media and incubated at 5˚C temperature. Grown colonies were studied based on 
morphological characteristics, biochemical tests, and finally molecular identification 
was performed based on 16SrRNA sequence determination. A native strain of 
psychrophilic bacteria was isolated and identified, deposited with GenBank accession 
number MK961220. More experiments show that the new strain is capable of producing 
amylase, xylose isomerase, catalase, oxidase, and serine protease and laccase enzymes. 
The maximum activity and stability of most of the investigated enzymes were assayed 
at 5˚C. This study was conducted for the first time in the country to investigate the 
potential and some properties of extracellular enzymes produced by the new 
psychrophilic strain. According to our research, this strain can be considered as a 
suitable candidate for the production of cold adapted enzymes which are widely used in 
various industries. 
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