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 چکیده

باشند، های بیوشیمیایی میهایی که در دماهای پائین قادر به کاتالیز واکنشبدلیل توانایی در تولید آنزیم دوستسرماهای باکتری

این . صورت گرفته است هاباکتریبر روی این مطالعات زیادی  اخیرهای در سالاز این رو  .اندگرفتهبسیار مورد توجه قرار 

پوست دید سختج ةگون ةرودمقاوم به سرما از  هایآنزیم ةهای تولید کنندیباکترو شناسایی جداسازی با هدف نیز پژوهش 

ابتدا  ، صورت پذیرفت.ایران استان چهارمحال و بختیاریرشته کوه زاگرس واقع در آب سرد ارتفاعات  ةساکن چشم ،گاماروس

پس از  صورت گرفت و بردارینمونهاز روده آنها بصورت کاملاً استریل  ،پس از انتقال به آزمایشگاهآوری و ها جمعگاماروس

های مورفولوژیکی، های رشد یافته بر اساس ویژگیکلونی د.ش دمادهی C5˚ یآگار در دما برتانی -لوریادر محیط  رقت ةتهی

 انجام  16SrRNAیابی ژن های بیوشیمیایی مورد مطالعه قرار گرفتند و در نهایت تعیین هویت مولکولی بر اساس توالیآزمون

که متعلق به  شدثبت   kGenBan در  961220MKدسترسی  ةبا شماره در این پژوهش شناسایی شد جدیدبومی  ةسوی. شد

های آنزیمتوانایی تولید جدید  ةاین سوی ،های صورت گرفتهطبق بررسی باشد.می Pseudomonas fragiباکتری سرمادوست 

تا  0های بررسی شده در دمای حداکثر فعالیت آنزیم و را داردو لاکاز کسیداز، سرین پروتئاز ، اکاتالاز ،آمیلاز، زایلوز ایزومراز

˚C5 های آنزیم ةشناسایی منابع بومی تولید کنند و بالقوه ظرفیتبررسی  بمنظور کشورپژوهش برای اولین بار در  این باشد.می

کاندید بعنوان تواند میجدید  ةسویاین صورت گرفته  هایبررسیطبق  انجام گرفته است. زیست فناوری کاربرد با صنعتی

 مورد استفاده قرار گیرد.صنایع مختلف  جهت استفاده درهای سرمادوست آنزیم تخلیص و تولیدمناسبی برای 

 .16SrRNAژن ،  Pseudomonas fragiباکتری ،گاماروسسخت پوست  های سرمادوست،آنزیم :کلیدی هایواژه

 roohullah.hemmati@sku.ac.ir، پست الکترونیکی:  98 32324401 * نویسنده مسئول، تلفن:

 مقدمه

های سرد بوده که بخش وسیعی از سطح زمین دارای محیط

های سازگار به سرما، بنام زیستگاه میکروارگانیسم

باشند. بر اساس شرایط دمایی رشد، ها میسایکروفیل

ها به سه دسته ترموفیل، مزوفیل و میکروارگانیسم

بدلیل سهولت رشد (. 25) شوندسایکروفیل تقسیم می

باکتریها و مقاومتشان در فرآیندهای مختلف، یک افزایش 

ای میکروبی در هتقاضا برای استفاده از بیوکاتالیست

هایی که کاربردهای صنعتی وجود دارد. امروزه اکثر آنزیم
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 شوند، مزوفیل هستند.در فرآیندهای صنعتی تولید می

در برابر آنها کم های مزوفیل، بدلیل پایداری آنزیم کاربرد

علاوه (. 3) شودمی محدود ،pHو افزیش قدرت یونی، دما، 

در  ت،ایجاد گرما جهت افزایش بازیابی تولیدا ،بر این

مقرون به صرفه  ،های مزوفیلفرآیندهای صنعتی باکتری

-های جداشده از میکروارگانیسمآنزیم ،باشد. از این رونمی

-مناسبی برای آنزیمد جایگزین نتوانهای سرمادوست می

اخیر مشخص شده  ة(. در چند ده12د )نهای مزوفیل باش

های ها بدلیل تولید آنزیمکه این میکروارگانیسماست 

محیطی بسیار مزایای اقتصادی و زیست، سازگار با سرما

های مزوفیل و ترموفیل مفیدی را نسبت به میکروارگانیسم

سازگار با سرما های آنزیم(. 37دهند )از خود نشان می

ها های ساختمانی و کاتالیتیک در انجام واکنشبدلیل ویژگی

در دماهای پائین نسبت به رقبای مزوفیل و ترموفیل از 

ها با سرعتی بیش از این آنزیم .ندمزیت بیشتری برخودار

-های مزوفیل قادر به کاتالیز واکنشدو برابر سرعت آنزیم

 .(17 و 12) شندباهای شیمیایی در دماهای سرد می

 های باکتری ةدو دسته ها بسرمادوست

Psychrophile سرمادوست اجباری( و( 

Psychrotrophشوند. )سرمادوست اختیاری( تقسیم می

 هایسرمادوست متعلق به جنسهای باکتریاغلب 

Pseudomonas ،Vibrio، Cytophaga  وFlavobacterium 

 (.2هستند )

های سرمادوست، باکتری مطالعات صورت گرفته در مورد

مقاوم به سرما های مختلف توانایی آنها را در تولید آنزیم

نظیر آمیلازها، سلولازها، پکتینازها، بتاگالاکتوزیدازها، 

(. 39) سازداکسیدازها، پروتئینازها، لیپازها و غیره آشکار می

ها و ترکیبات ها، متابولیتآنزیمها بدلیل تولید این باکتری

های ضد یخ از پتانسیل بالایی برای نظیر پروتئینجدید 

توانایی بالقوه  (.5)کاربردهای بیوتکنولوژی برخوردارند 

گذاری در های سرمادوست منجر به افزایش سرمایهآنزیم

ها در صنایع زمینه تحقیقات و توسعه استفاده از این آنزیم

بتا غذایی )نظیر پکتیناز، مختلف از جمله صنایع 

ظیر لیپاز، آمیلاز، سلولاز(، )نزیداز(، صنایع شوینده گالاکتو

و  33) شودمیو غیره  صنایع فرآوری گوشت )پروتئاز(

-وست بطور موفقیتهای سرمادعلاوه بر این آنزیم (.39

پالایی )نظیر اکسیدازها(، تغییر و تبدیلات آمیزی در زیست

دارویی زیستی )متیلاز و آمینوترانسفرازها( و نیز در زیست 

روند و تحقیقات در این زمینه بطور بطور وسیع بکار می

با توجه به اهمیت  (.39) استافزایش در حال  یروزافزون

این  ،در صنایع آنهاهای سرمادوست و کاربرد وسیع آنزیم

 های سرمادوستپژوهش با هدف شناسایی باکتری

موجود در  همزیست در روده سخت پوست گاماروس

با  بختیاریو چشمة آب سرد ارتفاعات استان چهارمحال 

 صنایع انجام شدهزیست فناوری و ر داحتمالی کاربرد 

 است.

 روشها و مواد

- آب ةپوست گاماروس از چشمسخت ةگون جداسازی

آب سردی که در این پژوهش از آن نمونه  ةچشم :سرد

در کیلومتری شهرکرد  85در فاصله برداری صورت گرفت 

های زاگرس استان چهارمحال و رشته کوهارتفاعات 

 C 15˚تا  C 5˚ ازدمای آب آن  .واقع شده است بختیاری

پس از  هانمونهاین  است.در فصول سرد و گرم سال متغیر 

 آزمایشگاهبه  C5˚دمای در توسط فلاسکجمع آوری، 

  .شدند منتقل

جدید  ةگون ةاز رود جداسازی باکتریهای سرمادوست

توسط  هاگاماروس سطح ابتدا :گاماروسسخت پوست 

 ةاز رود بطور کامل ضدعفونی و UVالکل رقیق و نیز اشعه 

 صورت گرفت. برداریصورت کاملاً استریل نمونههآنها ب

آگار در  برتانی-لوریادر محیط  ،رقت ةتهیپس از  هاهنمون

در این دما فقط یک نوع  .نددشگرماگذاری  C4˚ یدما

، بودن مینان از خالصاط جهترشد یافت که  کلونی

 4-3نتقل و برای آگار م LBبه پلیت  بصورت جداگانه

-بر اساس ویژگیکشت داده شد. کلنی جداشده متوالی بار

های بیوشیمیایی مورد مطالعه های مورفولوژیکی، آزمون
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قرار گرفت و در نهایت تعیین هویت مولکولی بر اساس 

  انجام شد. 16SrRNAیابی ژن توالی

های آزمونو  بررسی خصوصیات مورفولوژی

 خصوصیات و ظاهری کلنی خصوصیات :ییبیوشیمیا

 میکروسکوپ گرم توسط آمیزیرنگ از پس سلول، ظاهری

 ةبمنظور شناسایی نسبی و اولی. شد ثبت و بررسی نوری

ی بجداشده، یکسری از آزمونهای بیوشیمیایی میکرو ةسوی

 آزمون ،سیترات آزمون مصرف آمیزی گرم،رنگاز جمله 

 پروسکائر وگس-رِد متیل آزمون اکسیداز، آزمون کاتالاز،

(MR-VP test)تحرك-ایندول-سولفید ، آزمون (SIM test)، 

-بر اساس کتاب سیستماتیک باکتری ،نشاسته هیدرولیز و

تشخیص  جهتدر نهایت . (40) انجام شدشناسی برگی 

یابی ژن مولکولی بر اساس توالی شناسایینهایی، 

16SrRNA پذیرفت. صورت 

از  منظور این برای :جدا شده باکتری مولکولی بررسی

ر د پلیت حاوی کشت خالص، یک کلنی تک برداشته و

cc10 طمحیLB  دمای مایع، در ˚C5 ساعت 20 بمدت 

-رسوب جهتمحیط کشت نامبرده  شد. سپس داده کشت

 گردید. سانتریفیوژ دقیقه 5 بمدت rpm  9000ردو گیری در

 کیت از با استفاده DNAاستخراج  برای، رسوب حاصلاز 

Cell DNA Isolation kit  تهیه شده از شرکتGene All 

برای اطمینان از صحت کار، محصول استخراج . استفاده شد

 1( بر روی ژل BioRadالکتروفورز )ژنوم توسط دستگاه 

ژن  ،پس از استخراج ژنوم رصد آگارز مشاهده شد.د

16SrRNA با تکنیک PCR یپرایمرهااز  و با استفاده 

universal  های با نامF  وR (29و  28) تکثیر شد. 

 :از عبارتنددر این پژوهش  مورد استفاده آغازگرهای

Primer F: 5' –GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' 

Primer R:5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT -3' 

 5/2 :عبارتند از( PCRای پلیمراز )زنجیرهاجزا واکنش 

میلی  Mgcl2 (50میکرولیتر  X10 ،75/0میکرولیتر بافر 

 5/0یلی مولار(، م 10) dNTPsمیکرولیتر  5/0مولار(، 

 10) رو و معکوسمیکرولیتر از هریک از آغازگرهای پیش

 میکرولیتر 25/0 ژنومی، DNAمیکرولیتر  1یکرومولار(، م

که با آب تزریقی به حجم  Polymerase Taq  DNAآنزیم 

 میکرولیتر رسید.  25نهایی 

اولیه  سازی واسرشت ،ای پلیمرازبرای انجام واکنش زنجیره

ه تکرارشوند ةچرخ 35 و دقیقه 5 بمدت C 94˚با دمای

 45 مدت به C 94˚دمای در ثانویه سازیواسرشت شامل

 سنتز و قیقهد 1 بمدت C56˚ دمای در ل پرایمرهااتصا ،ثانیه

 لطوی مرحلهو  ثانیه 30و  دقیقه 1 مدتب C 72˚دمای در

در نظر دقیقه  10بمدت  C 72˚دمای در نیز نهایی شدن

  گرفته شد.

ز محصول حاصل ا جهت شناسایی نهایی باکتری مورد نظر،

PCR بطول bp 1500 و پس از تخلیص، برای  الکتروفورز

و  کره جنوبی ارسال ماکروژن شرکتتعیین توالی به 

 توالی. گردید توالی تعیین خوانش  طرفه دو بصورت

ویرایش و  Chromas proافزار با استفاده از نرم، حاصل

 BLAST افزار نرم توسط

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)، های ثبت شده با توالی

مورد مقایسه قرار گرفت و  NCBI پایگاه دادهدر 

 انتخاب  16SrRNAنتوالی ژ بر اساسترین سویه نزدیک

  شد.

بمنظور  :جدا شده ةسوی فیلوژنتیکت و رسم درخ تحلیل

-و توالیجداسازی شده  ةبررسی ارتباط فیلوژنی میان سوی

 هایتوالیهمردیفی ، های مشابه موجود در پایگاه داده

16SrRNA نرم افزار توسط Clustal W درخت  .انجام شد

و MEGA4  (52 )رافزا فیلوژنی با استفاده از نرم

(. 48و  20)شد ترسیم   Neibour-Joining(NJ)الگوریتم

 NCBIبدست آمده از تحقیق حاضر در بانک ژنی  یتوال

 گردید.ثبت 

 بمنظورجداشده:  سویهآنزیم آمیلاز از  فعالیتسنجش 

تولید آمیلاز در  نشاسته، هیدرولیزکنندگی خاصیت تأیید

دار مورد بررسی کیفی قرار گرفت )شکل پلیت آگار نشاسته



 1401، 2، شماره 35لد ج                                                             )مجله زیست شناسی ایران(              سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

299 

 

برنفلد  براساس روش آن نیز فعالیت کمی سنجشو  (7

Bernfeld)نیتروسالیسیلیک دی معرف از استفاده با ( و

(DNS )جداشده در  ةسوی ابتدا(. 8) پذیرفت صورت

کشت  C5˚دمای ساعت در  48 براث بمدت  LBطمحی

داده شد. سپس برای شکستن دیواره سلولی و رهاسازی 

پالس بمدت  80ها، محیط کشت روی یخ با قدرت آنزیم

پس از بار سونیکیت شد.  13ثانیه و به تعداد  30

 10 بمدت rpm 10000دور  با کشت محیط ،سونیکیشن

 حاویکه  رویی سوپ و شد انتریفیوژس C4˚ دمای و دقیقه

استفاده  مورد آنزیم آمیلاز فعالیت سنجش برای بود آنزیم

 رویی محلول از یکرولیترم 400 ،قرارگرفت. بدین منظور

 محلول یک درصد نشاسته میکرولیتر 250 بهحاوی آنزیم 

 بعنوان میلی مولار 100ت فسفا بافر یکرولیترم 1350 در

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

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

لیتر از میلی اضافه کردن یک آنزیمی با واکنش بعد، مرحلة

 در دقیقه 5 بمدت آن قراردادن و مخلوط به DNSمعرف 

ج موطول  ها دریافت. سپس جذب نمونه پایان جوش آب

nm540 (.44) گردید قرائت 

 جدا شده: ةایزومراز از سویسنجش فعالیت آنزیم زایلوز 

زایلوز ایزومراز آنزیم مهمی است که ایزومریزاسیون 

پذیر گلوکز به فروکتوز و زایلوز به زایلولوز را برگشت

کند و در تولید صنعتی شربت فروکتوز با درصد کاتالیز می

گیرد. علاوه شیرینی بالاتر از ساکارز مورد استفاده قرار می

در صنایع غذایی، بدلیل کاربردهای  این آنزیم ةبر استفاد

بسیار مورد توجه  ،های زیستیآن در صنعت سوخت ةبالقو

تولید این  ،(. بدلیل اهمیت موضوع13) قرار گرفته است

جدید مورد بررسی قرار گرفت. در این  ةآنزیم مهم در سوی

بوسیله تست سیلوانف ومراز تولید آنزیم زایلوز ایزپژوهش 

جدا شده  ةسویبدین منظور ابتدا (. 46و  34) تصدیق شد

برای  بعد ةکشت داده شد. در مرحل براث LBدر محیط 

در بالا سازی آنزیم، محیط کشت با شرایط عنوان شده رها

سپس برای بررسی فعالیت آنزیم زایلوز  سونیکیت شد.

 در سونیکیت شدهوژ محیط یاز سانتریف ایزومراز، پس

 میلی لیتر C4، 5˚ دمای و دقیقه 10 بمدت rpm 10000دور

سوبسترای  میلی لیتر 5سوپ رویی برداشته و به آن از 

حاصل  مخلوطپس از قرار دادن  شد.مولار اضافه  1گلوکز 

 یک میلی لیتر ،ساعت 6، 4، 2 در زمانهای صفر،روی یخ، 

از معرف  لیتریک میلیاضافه کردن  آن را برداشته و بااز 

 جوش آب دره دقیق 5 سیلوانف و قراردادن مخلوط بمدت

طول  ها دریافت. سپس جذب نمونه واکنش آنزیمی پایان

 (.18) گردید قرائت nm560موج 

کاتالاز سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز از سویه جدا شده: 

تقریباً در همه موجودات از باکتریها گرفته آنزیمی است که 

محافظت از  ةظیفو و شودتا گیاهان و جانوران یافت می

آب اکسیژنه را بر عهده سلول در برابر تخریب اکسیداتیو 

آب اکسیژنه را به آب و اکسیژن تجزیه  ،. این آنزیمدارد

در بین  Turn overکاتالاز دارای بالاترین  (.14کند )می

بیش  ةتجزی هر مولکول آنزیم قادر بهزیرا  ؛باشدها میآنزیم

بدلیل (. 21) استروژن از یک میلیون مولکول پراکسید هید

های در زمینههای مهم بعنوان یکی از آنزیماهمیت کاتالاز 

مختلف صنعتی و بیوتکنولوژی و کشاورزی از جمله 

(، در 35و  30و غیره ) زیست پالایی و صنایع غذایی

جدا شده مورد  ةپژوهش حاضر کیفیت این آنزیم در سوی

العمل دستوراین آزمایش بر طبق  ارزیابی قرار گرفت.

 صورت پذیرفتبا کمی تغییر مندرج در مقالات پیشین 

روی ت بدین منظور پس از کشت باکتری و سونیکی (.27)

لام  4. سپس شدجدا توسط سانتریفیوژ محلول رویی  ،یخ

یا لوله با اندازه یکسان برداشته و درون هر یک مقدار 

ریخته شد  میکرولیتر( 300یکسانی از پراکسید هیدروژن )

در را ها لوله .ها برای کنترل منفی است()البته یکی از لوله

تا پراکسید به دمای داده مورد نظر قرارمختلف دماهای 

 میکرولیتر از 300، هر لوله به سپس .مورد نظر برسد

گذشت اضافه شده و پس از  دماهمان  بامحلول رویی 

ها مورد بررسی کیفیت تشکیل حباب در لوله ،دقیقه 3زمان 

 C 5˚فعالیت آنزیم در دماهای . در این پژوهشگرفتقرار 
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 آن درو نتایج حاصل از  بررسی شد C 15˚ و C 10˚و 

 .بخش مربوطه ارائه گردید

 فعالیت آنزیم اکسیداز از سویه جدا شده: ارزیابی

کنند یا با ها اصولاً به دو روش انرژی تولید میباکتری

اکسیداسیون مواد آلی که این گروه از باکتریها تخمیر یا با 

 و اصطلاحاً اکسیداز مثبت هستند. آنزیم اکسیداز دارند

کنند ن از سوبسترا را کاتالیز میژاکسیدازها برداشت هیدرو

کنند هیدروژن استفاده می ةاما از اکسیژن فقط بعنوان گیرند

 نند)ماباشد آنزیم اکسیداز دارای اگر باکتری (. 36و  19)

Pseudomonas یا Gonococcal در صورت مجاورت با )

و یا مانند تترا متیل پی فنیلین دی آمین سوبستراهایی 

دهد و اگر رنگ بنفش تغییر رنگ میمعرف کواکس به 

. اکسیداز منفی باشد )مانند آسینتوباکتر( تغییر رنگ نداریم

بر اساس روش ارائه اکسیداز در این پژوهش فعالیت آنزیم 

مقداری (. ابتدا 31) بشرح زیر ارزیابی شدشده در مقالات 

از سوپ رویی کشت سونیکیت شده روی کیتی که حاوی 

 ةدهندتغییر رنگ کیت نشان ،شود-ریخته میست سوبسترا

 (.50و  7)باشد وجود آنزیم اکسیداز می

 ارزیابی فعالیت آنزیم سرین پروتئاز از سویه جدا شده:

 4های صنعتی از منابع گیاهی و درصد از آنزیم 8تنها 

شوند و مابقی درصد آن از منابع جانوری تولید می

-ها از مهممیکروارگانیسم(. 10خاستگاه میکروبی دارند )

ها بوده که بیشتر آنها ترین منابع تولید آنزیمترین و عمده

و  6) ها هستندها و سودوموناسمتعلق به جنس باسیلوس

، پروتئازها بدلیل کاربرد های باکتریاییآنزیم از بین (.9

-وسیعشان در صنایع مختلف، بسیار مورد توجه قرار می

در میان پروتئازها، سرین پروتئازها (. 45و  32) گیرند

نقش مهمی در دناتوره  بالا pHبعلت پایداری و فعالیت در 

و کاربرد  کنندها در محیط قلیایی بازی میکردن پروتئین

 (.23)وسیعی در صنایع دارند 

های بر روی گونه 2016های صورت گرفته در سال بررسی

توانایی  هاگونهاز برخی ،مختلف سودوموناس نشان داد

تولید آنزیم سرین پروتئاز را داشته که در دماهای مختلف 

در پژوهش حاضر (. 4) دهندفعالیت متفاوتی را نشان می

در دماهای مختلف طبق  این آنزیمی وجود مّبررسی ک

با اندکی تغییرات دستورالعمل موجود در مقالات پیشین 

. بدین منظور پس از کشت صورت گرفت( 22و  11)

باکتری و سونیکیت روی یخ، توسط سانتریفیوژ، محلول 

میکرولیتر از محلول رویی با  200سپس  .شدرویی جدا 

درصد بعنوان سوبسترا  BSA 1میکرولیتر از محلول  200

میکرولیتر بافر فسفات در داخل لوله آزمایش با  200بهمراه 

کنترل( که شامل  ةبلانک )نمون ةلول همراه باهم مخلوط و 

دقیقه در داخل  10مدت مواد بجز محلول رویی بود، ب ةهم

قرائت  nm280  جذب در سپس و داده شدیخچال قرار 

بر  PMSF ةمهارکنندبعد برای بررسی اثر  ةدر مرحل .گردید

ابتدا محلول رویی با  ،مشابه یدر آزمایشفعالیت آنزیم، 

پس به محلول واکنش اضافه مخلوط س PMSFمهارکننده 

 nm 280های مختلف جذب در شد و پس از گذشت زمان

در تحقیق حاضر زمان و دماهای متفاوتی برای قرائت شد. 

انتخاب و نتایج آن در بخش بررسی فعالیت این آنزیم 

 مربوطه ارائه گردید.

 نتایج

جدید سخت پوست  ةگون ةرود ازباکتری سرمادوست 

گرس کوههای زاآب سرد  هگاماروس بومی چشم

و کمتر  C5˚در دمای باکتریاین  ة. رشد بهینشد سازیجدا

 نداداز خود نشان هیچگونه رشدی  C37˚بود و در دمای 

مورفولوژی در زیر میکروسکوپ به از لحاظ  .(1کل )ش

 نتایج .(2)شکل  شددیده گرم منفی ل شکل کوکوباسی

 درنیز  سویه بومیاین  بیوشیمیایی به آزمونهای مربوط

  ارائه شده است. 1 جدول
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ه پلیت انکوب( B)و  C 5˚پلیت کشت داده شده در دمای ( A) -1شکل 

 .C37˚شده در دمای 

 
 .گستره سویه جداشده در زیر میکروسکوپ -2ل شک

 روده گاماروساستخراج شده از  باکتریهای بیوشیمیایی نتایج 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 حرکت سوی( A) -3شکل 

  .کنترل منفی

 

جهت تکثیر قطعه PCR انجام  و باکتریاستخراج ژنوم 

16SrRNA :(. 4نوم باکتری استخراج شد )شکل ژا ابتد

جداسازی شده،  سویهمولکولی منظور شناسایی بسپس 

استفاده از آغازگرهای اختصاصی  با 16SrRNAن ژتکثیر 

ژن تکثیری توسط شرکت (. 5ل شک) صورت پذیرفت

نتایج حاصل از ماکروژن از دو طرف خوانش گردید. 

BLAST  بانک های موجود در با توالیبدست آمده توالی

جدید  ةاین سویدرصدی  64/99شباهت  ،NCBIاطلاعاتی 

 ةکه با شمار داد نشانرا  Pseudomonas Fragiبه باکتری 

 .(2)جدول  شدثبت  kGenBan در  961220MKدسترسی 

 

جدا شده همراه با  ةژنومی سوی  DNAجمحصول استخرا -4شکل 

 .bp100مارکر 

 
همراه با  جدا شده ةسویدر 16SrRNAژن  PCRمحصول  -5شکل 

 .bp100مارکر 
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 معتبر در بانک اطلاعاتی ژنومهای با سویه 16SrRNAی ژن توالبر اساس مقایسه  جداسازی شده ةسوی شناسایی مولکولی -2جدول 

**شماره دسترسی   درصد شباهت نام سویه 

MK961220 Pseudomonas fragi 99/64 

 .باشدمی NCBIثبت شده در بانک اطلاعات ژنوم  هایتوالی ،دسترسیشماره  **

 هایجنس دهد کهنشان میانجام شده  تحقیقات نتایج

Pseudomonas، Azospirillum و Bacillus  از جمله

یعنی نسبت به  ؛روندبشمار میتجاری  هایمیکروارگانیسم

اند و گرفته قرار بررسی مورده گسترد های دیگر بطورجنس

 های موجود در آنها بصورت نوترکیب بمیزان وسیعآنزیم

 در تحقیق .(10) گیرنددر صنایع مورد استفاده قرار می

متعلق به جنس  ،شناسایی شده ةحاضر نیز سوی

Pseudomonas های نقشدر تحقیقات متعدد باشد که می

 . (9)مطرح شده است  جنسبرای این  زیادی

شناسایی شده  ةمیان سوی فیلوژنتیکی ةبمنظور بررسی رابط

با  ، درخت فیلوژنیBLASTهای بدست آمده از با نمونه

 Neibour-Joiningروش و  MEGA4نرم افزار استفاده از 

(NJ) (19) نتایج حاصل از درخت فیلوژنی نشان  .رسم شد

با ( **sa)دهد که سویه مورد مطالعه می

اهری قرار خودر یک کلاد   Pseudomonas fragiیباکتر

بدست آمده از تحقیق حاضر  یتوال(. 6 )شکلت گرفته اس

 ثبت شد. NCBIدر بانک ژنی 

 
باکتری جداشده با ستاره مشخص شده  .Neibour-Joining (NJ)روشو MEGA4 افزار نرمشناسایی شده با استفاده از  باکتریدرخت فیلوژنی  -6شکل 

 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 که در شکل  :آنزیم آمیلازسنجش فعالیت 

شود هاله تشکیل شده در اطراف کلنی مورد مشاهده می

توسط ایزوله جداشده تولید آنزیم آمیلاز توانایی نظر بیانگر 

بررسی بدست آمده از تکمیلی با توجه به نتایج باشد و می

و  nm540که با استفاده از روش بنفیلد در طول موج  کمَی

از  این باکتری، صورت پذیرفت C12˚و  C˚0 در دماهای

شکل  ) آنزیم برخوردار استاین توانایی بالایی برای تولید 

میزان فعالیت این  ،حاصلهبر اساس نتایج  (.3دول جو  8

 12آنزیم در دمای صفر درجه بیشتر از فعالیت آن در دمای 

 باشد.درجه می

 
بررسی کیفی آنزیم آمیلاز تولید شده توسط سویه مورد ( A) -7شکل 

 .های کنترل فاقد آنزیم آمیلازنمونه( Cو B)مطالعه و 

 
سویه مورد آنزیم آمیلاز تولید شده توسط  کمیبررسی  -8شکل 

 .تیوب حاوی آنزیم وسمت چپ شاهدسمت راست میکرو ،مطالعه

 ی فعالیت آنزیم آمیلازمّنتایج بررسی ک -3جدول 

 (nm540) جذب C˚)) ادم

 478/0 روی یخ )صفر درجه(

 281/0 درجه 12
 

ی آنزیم بررسی کمّ :زایلوز ایزومرازسنجش فعالیت آنزیم 

مولار و معرف  1زایلوز ایزومراز با سوبسترای گلوکز 

وجود  ة. ایجاد رنگ قرمز نشاندهند)8) وانف انجام شدیسل

. باشدلیل حضور آنزیم زایلوز ایزومراز میدفروکتوز ب

قرائت ر تکرا 4در  nm 560شدت رنگ در طول موج 

 4بیشترین فعالیت آنزیم بعد از  ،گردید. با توجه به نتایج

نشان داده شده  9ساعت بدست آمد که نمودار آن در شکل 

  .است

 
 .صفر درجهتعیین زمان بهینه برای فعالیت آنزیم در دمای  -9شکل 

طبق سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز از سویه جدا شده: 

این سویه جدید از توانایی  ،10نتایج مشاهده شده در شکل 

تولید میزان بالایی از آنزیم کاتالاز برخودار بوده که فعالیت 

دماهای بالا فعالیت آن در آن در دماهای پایین بیشتر از 

 است.

 
در دماهای  بررسی فعالیت آن کاتالاز وارزیابی کیفی آنزیم  -10شکل 

 .مختلف

A و B  وC جدا  ةآنزیم کاتالاز سویمیزان فعالیت  ةنشاندهندترتیب ب

باشد در حضور استرپتوکوك درجه می 15و  10و  5شده در دماهای 

 .(Dبعنوان کنترل منفی برای تولید آنزیم کاتالاز)

منظور بسنجش فعالیت آنزیم اکسیداز از سویه جدا شده: 

سنجش فعالیت آنزیم اکسیداز بصورت کیفی از کیت 
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وجود  ةاستفاده شد که رنگ آبی مایل به بنفش نشاندهند

 (.11شکل ( باشدآنزیم اکسیداز می

 
 ارزیابی کیفی آنزیم اکسیداز -11ل شک

جدا شده:  ةارزیابی فعالیت آنزیم سرین پروتئاز از سوی

در این  پروتئاز آنزیم سرین تولید آزمون ارزیابی نتایج

 توانایی تولید از شناسایی شدهه سوی که داد نشان پژوهش

طبق نتایج بدست  (.4ل جدو) است برخوردار آنزیماین 

پایدارتر از  C 5˚آمده این آنزیم در دماهای پایین نظیر

 12باشد. بطوری که در دمای می C 12˚دماهای بالا نظیر

آنزیم کاهش یافته دقیقه فعالیت  20درجه بعد از گذشت 

گذشت این زمان فعالیت با  ،درجه 5در حالی که در دمای 

 . همچنین نتایج موجود در در جدولیابدآنزیم افزایش می

)فنیل متیل  PMSFدهد که افزودن بازدارنده نشان می 5

( سبب مهار آنزیم سرین پروتئاز شده سولفونیل فلوراید

 است.

 نتایج مربوط به وجود آنزیم سرین پروتئاز از سویه جدا شده -4جدول 

 دقیقه 20پس از گذشت  دقیقه 10پس از گذشت  دما

˚C5 751/0 93/0 

˚C12 86/0 65/0 

 PMSFبا بازدارنده آنزیم سرین پروتئاز مهار نتایج مربوط به  -5جدول 

 دقیقه 20پس از گذشت  دقیقه 10پس از گذشت 

25/0 03/0 
 

 نتیجه گیریبحث و 

-های اخیر بدلیل اهمیت قابل توجه میکروارگانیسمدر سال

های فعال در آنزیم دستیابی به با هدف ،های سرمادوست

و سرد های ای به اکوسیستمتوجه ویژه ،سرما

ها تولید این آنزیم(. 17) های آن شده استمیکروارگانیسم

بیوتکنولوژی بسیار مفید و از نظر اقتصادی نیز از نظر 

افزون بر این با افزایش دما  (.42) باشدمقرون به صرفه می

ها را غیر فعال نمود و به همین دلیل در توان این آنزیممی

فیل آلودگی زیست محیطی مقایسه با اتواع مزوفیل و ترمو

-باکتریمطالعات صورت گرفته در مورد با  کنند.ایجاد نمی

های مختلفی های سرمادوست، توانایی آنها در تولید آنزیم

نظیر آمیلازها، سلولازها، پکتینازها، بتاگالاکتوزیدازها، 

 است شدهاثبات اکسیدازها، پروتئینازها، لیپازها و غیره 

های مختلف از سویه بومی نتایج بررسی وجود آنزیم  (.39)

در نیز های آن و کاربردشناسایی شده در پژوهش حاضر 

 .خلاصه شده است 6جدول 

بدلیل اهمیت این موضوع، در این مطالعه باکتری جداشده 

های آب از روده سخت پوست گاماروس ساکن چشمه

سرد ارتفاعات زاگرس استان چهارمحال بمنظور توانایی 

های سرمادوست با پتانسیل بیوتکنولوژی مورد تولید آنزیم

بررسی قرار گرفت. با توجه به بومی و جدید بودن گونه 

سخت پوست، پژوهش کنونی برای نخستین بار انجام شده 

 64/99است. شناسایی مولکولی این باکتری همولوژی 

نشان داد که این  Pseudomonasدرصدی آن را با جنس 

یی صورت گرفته تطابق دارد. های بیوشیمانتایج با تست

 spریزوباکتر  2019طبق گزارش اخیر در سال 

Pseudomonas گیاهان بدست آمد که بصورت  از ریزوسفر

های محرك رشد سبب همزیست با گیاه و تولید متابولیت

شود افزایش رشد گیاه ونیز افزایش جوانه زنی دانه می

(43.) 
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 های مختلف از سویه بومی شناسایی شدهنتایج بررسی وجود آنزیم -6جدول 

 جداشده ةتولید در سوی کاربردها هاآنزیم

 + (51و  47شوینده و غیره ) نساجی، کاغذ،دارویی، مانند صنایع غذایی،  صنایع مختلفدر  آمیلاز

 + (49مثل پمادها و محلولهای شتشو )شوینده، صنایع لبنی، نساجی، تولید چرم، صنایع دارویی  سرین پروتئاز

 + (13ها، صنایع نانوایی، تولید شربت فروکتوز، سوخت زیستی و غیره )صنایع غذایی، نوشیدنی زایلوز ایزومراز

 + (51و  21ها، صنایع غذایی، زیست پالایی و غیره )تهیه اسفنج، صنایع لبنی، شوینده کاتالاز

تعیین گلوکز خون و ادرار، تعیین مقدار اتانول در مایعات بیولوژیک، معرف برای تشخیص و  پراکسیداز

ها، دخالت در سنتز ترکیبات آروماتیکی مختلف و حذف فنولها و پراکسیدها از تصفیه فاضلاب

 (24و  1مواد زائد صنعتی )

+ 

نساجی، ، نظیر رنگبری در صنعت صنایع مختلف و نیز طیف وسیعی از فرآیندهای شیمیاییدر  لاکاز

سفید کردن خمیر کاغذ، سمیت زدایی از پساب، پالایش زیستی، صنایع غذایی، تولید مواد آلی از 

 (26 و 15(و غیره های سوختی، زیست نانو فناوری سوبسترای فنولی و آمینی، پیل

+ 

 

بصورت نیز احتمالاً این سویه از این رو ما فرض کردیم که 

پس از خورده شدن و  قرار داردریشه گیاهان  درهمزیست 

وارد دستگاه ریشه گیاهان توسط سخت پوست گاماروس، 

شده است. اگر این فرض  این سخت پوستگوارش 

، بر اساس رژیم غذایی سلولزی و پروتئینی درست باشد

شاید بتوان از این سویه جدید برای تحریک  گاماروس،

کشور نیز بهره  سیردر مناطق سرد و بذرها هازنی دانهجوانه

البته تحقیقاتی در این زمینه و استفاده از این سویه . برد

جدید و بررسی تأثیر آن در رشد گیاه در حال انجام است. 

با در دماهای پایین این تحقیق رشد بهینه ایزوله جدا شده 

  .Gavali, J., & Pathak, Aنتایج بدست آمده از تحقیقات

از توانستند مطابقت دارد. این محققان نیز  2015در سال 

ای را جداسازی کنند که رشد سویه ،طبیعیهای یخچال

علیرغم گزارش آنها البته، (. 41) بود C 5˚بهینه آن در دمای 

ایزوله جداشده از نشاسته، در مصرف مبنی بر عدم توانایی 

 فعال، تحقیق حاضر سویه جدید بدلیل تولید آنزیم آمیلاز

یفی و کمی توانایی مصرف نشاسته را داشته و آزمایشات ک

. با وجود اینکه یید شوندأتا نتایج ت ندچندین بار تکرار شد

های موجود در اطلاعات زیادی در مورد آنزیم

Pseudomonas fragi  دو در دست نیست ولی زنوم کامل

و  Wang, Qتوسط  B25و  A22های سویه از آن بنام

های و توالی ژن( 53) ه استهمکارانش تعیین توالی شد

 Geneدر آمیلاز ژن تولید کننده آنزیم  مختلف آن از جمله

bank در خصوص آنزیم پروتئاز شده است.  ثبت

Pseudomonas fragi محدودی ارائه شده  هاینیز گزارش

 1979همکارانش در سال  و Noreauدر گزارشی  .است

. در پژوهش حاضر (38) اندکردهاین آنزیم را جداسازی 

-تولید این آنزیم توسط سویه جدید می بیانگر ،نیز نتایج

نیاز تحقیقات بیشتری  جهت کسب جزئیات بیشترباشد که 

 استاین سویه همچنین قادر به تولید زایلوز ایزمراز . است

 توجه بهبا و که در صنایع تولید آبمیوه مصرف زیادی دارد 

در  Pseudomonas fragiازاینکه ژن تولید کننده این آنزیم 

Gene bank به  عراج جامعی تحقیق امکان ،باشدموجود می

است. در این پژوهش ما وجود این آنزیم را  شده فراهمآن 

در سویه جدید بررسی نمودیم. ناگفته نماند تنها از سر 

متیلن بلو کنجکاوی این سویه جدید را روی پلیت حاوی 

کشت دادیم و مشاهده  و در حضور سویه لاکاز منفی

زنیم که این سویه کردیم که بخوبی رشد کرد و حدس می

گونه باشد. همان داشتهها را نیز دهجدید توانایی حذف آلاین

از همچنین جدید  ةاین سویکه در بخش نتایج مشاهده شد 

کاتالاز سرمادوست آنزیم تولید  برایپتانسیل بالایی 

در  .کاربرد وسیع در صنایع مختلف دارد کهبرخوردار است 

تنها ارائه شده، Gavali, J و   Pathak, Aکه توسط یپژوهش

 Pseudomonas fragiدر  کاتالازحضور و عدم حضور  به
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جهت  آنزیم کاتالازاز  بررسی کیفی و کمی شد و اشاره

ها نیز (. در مورد دیگر آنزیم41)ارائه نشده است مقایسه 

های دیگر البته در مورد گونه .است منوالوضع به همین 

Pseudomonas  نظیرfluorescens  وaeruginosa 

علیرغم اهمیت ؛ ولی انجام شده است بیشتریتحقیقات 

در صنایع و کاربرد وسیعشان  های سرمادوستآنزیم

-در مورد آنزیم زیادی هایپژوهشسفانه هنوز أمختلف، مت

صورت نگرفته است. نطر به  Pseudomonas fragiهای 

باشد و با توجه ایران می مانجدید، بومی کشور ةاینکه سوی

که در  های سرمادوستآنزیمپتانسیل بالای آن در تولید به 

این سویه ، باشنددماهای بسیار پایین قادر به فعالیت می

به فرم طبیعی یا  آنزیم جهت تخلیص یمناسبکاندید بسیار 

های سرمادوست نوترکیب جهت استفاده در تولید آنزیم

در صنایع،  هااین آنزیماستفاده از  و باشدمیصنایع مختلف 

موجب افزایش کیفیت محصولات شده و با ایجاد ارزش 

های مربوطه در پی افزوده، افزایش درآمد را برای شرکت

 خواهد داشت. 
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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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