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 از شده جداHa25  Halorubrumسويه  توسط سلولي خارج دوست نمك پولولاناز توليد
 بيدگل و آران پرشور درياچه

  1سيروسيمريم  و 2حبيبي رضاييمهران  ،*1آموزگارمحمدعلي  ،1فاضليمصطفي 

  تهران، دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيست شناسي، بخش ميكروبيولوژي 1
  تهران، پرديس علوم، دانشكده زيست شناسي، گروه سلولي و مولكوليتهران، دانشگاه  2

  16/5/92 :تاريخ پذيرش  29/3/91 :تاريخ دريافت
  چكيده

از اين  آوري آنزيمهايي كه در شرايط سخت صنعتي مانند دما و شوري بالا پايدارند رو به افزايش است،فنكاربرد زيستامروزه 
- انجام گرفته كه در اين ميان نمك هاي كران دوستز ميكروارگانيسمرو تلاشهاي متعددي در جهت جداسازي اين آنزيمها ا

 Halorubrumجنس  به عنوانكه دوست آركي نمكدر اين پژوهش يك . هستنداين آنزيمها  كننده توليدين مهم تردوستها، 
نمك تام توليد  صددر 23دوست و گرمادوست نسبي را در محيط كشت داراي خارج سلولي نمك ، آنزيم پولولانازشناسايي شد

در حضور . رسيدو در ميانه فاز سكون به بيشترين ميزان خود  بود با ميزان رشد هماهنگپولولاناز در اين سويه توليد آنزيم  .كرد
 به ترتيببراي توليد آنزيم  بهينهpH دما و  ).U ml-185 (بيشينه توليد آنزيم مشاهده شد  NaClمولار نمك  0/4تا  0/3غلظت 

 به عنوانز كننده و گلوك القاء به عنوانولان منابع مختلف كربن مانند مالتوز، نشاسته و پول .تعيين شد 0/7گراد وسانتي درجه 45
، رشد مهاي منيزيدر نبود يونو  تعيينمولار  1/0 براي توليد آنزيم مغلظت بهينه منيزي. شناسايي شدند مهار كننده توليد آنزيم

گراد درجه سانتي 50و در دماي  NaClمولار نمك  0/3بيشينه فعاليت آنزيم در حضور غلظت . نشدمشاهده  سويه و توليد آنزيم
 pH. در فعاليت آنزيم مشاهده شد درصد 72و  درصد 25كاهش  به ترتيبگراد درجه سانتي 35و  45و در دماي  گيرياندازه

از فعاليت  درصد 4/32و  درصد 5/49 به ترتيبدقيقه  30پس از مدت  ،0/9و  pH 0/6و در  تعيين 8بهينه براي فعاليت آنزيم 
  .آنزيم باقي ماند

  پولولان ، Halorubrumآركي نمك دوست افراطي،  ،توليد پولولاناز، نمك دوست :واژه هاي كليدي

 amozegar@khayam.ut.ac.ir  :يپست الكترونيك ،021-61113557 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه

 ا مانند آميلازها، سلولازها، زايلانازهاگليكوزيل هيدرولازه

اي در هر سه قلمرو حيات شناسايي گسترده به طورو غيره، 
اين آنزيمها نقش مهمي در متابوليسم كربوهيدراتها . اندشده
، اما تاكنون مطالعات اندكي روي آنزيمهاي آركيايي دارند

آنزيمهاي آميلوليتيك ). 17 و 6(صورت گرفته است 
ي، مواد كاربردهاي متعددي در صنايع دارويميكروبي 

ه صنايع نشاسته ب به خصوصشوينده، صنايع غذايي و 
  ). 8و  6( اندمنظور هيدروليز نشاسته پيدا كرده

) EC 3.2.1.41گلوكانوهيدرولاز،  - 6پولولان (پولولانازها 
شكن هستند كه پيوندهاي گروهي از آنزيمهاي شاخه

ولان، گليكوژن، آميلوپكتين را در پول α)1-6(گليكوزيدي 
و  كرده و ساير كربوهيدراتهاي مرتبط هيدروليز

 به عنوانمالتواوليگوساكاريدها، مالتوتريوز و مالتوز را 
به پولولانازها . )38 و 19(كنند محصول نهايي توليد مي

آميلازهاي ساكاريفيه كننده براي  به همراهاي گسترده طور
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عاملي براي جلوگيري از  نوانبه عبهبود ساكاريفيكاسيون و 
 .)38 و 7(شوند بيات شدن نان استفاده مي

دوستي هستند كه در هاي كراندوستها ميكروارگانيسمنمك
هاي شور و پرشور و محيطهاي پرشور نظير درياچه

هالوباكتريها و . كنندغذاهاي نمكي تخمير شده زندگي مي
ها وارگانيسمهالوآركيها در پروكاريوتها از جمله اين ميكر

  .هستند

-هاي نمكتازگي توجه به آنزيمهاي ميكروارگانيسمبه 

آوريشان افزايش يافته فنو كاربردهاي زيست نسبي دوست
دوست علاوه بر هاي نمكآنزيم. )35و  34 ،23 ،3(  است

دوست اينكه عملكرد آنزيمي مشابهي با همتايان غيرنمك
يازمندي به ن دهند، ويژگيهايي از قبيل خود نشان مي

اين . غلظتهاي بالاي نمك براي فعاليت و پايداري نيز دارند
آب (آنزيمها اغلب تحمل كننده دما بوده و در آب فعال كم 

به هيدراته كردن ساختار پروتئيني  رايفعال آبي است كه ب
نيز ) حفظ ساختار صحيح در اختيار آن قرار دارد منظور

صنعتي در شرايط بسياري از فرآيندهاي  .عملكرد دارند
شوند كه آنزيمهاي معمولي در اين شرايط سختي انجام مي

ها كه از اين رو اكستريموزيم ).27 و 22 ،9( فعال نيستند
 هاي مختلف pHدر غلظتهاي نمك زياد، دماي بالا و 

آنزيمهاي  .داراي اهميت هستند دارند،فعاليت بهينه 
دليل فعاليت  هبهيدروليزكننده توليد شده توسط هالوآركيها 

كار ه توانند در صنعت بب فعال كم، ميدر دماي بالا و آ
  .روند

نسبت به  توليد شده توسط آركيهاگليكوزيل هيدرولازهاي 
آميلازها و  وجود اند، با اينساير قلمروها كمتر مطالعه شده

دوست افراطي مانند هاي نمكزايلانازها در برخي آركي
Halobacterium sp.، Haloferax mediterranei ،

Haloarcula hispanica ،Natronococcus sp. Ah-36  و
Halorhabdus utahensis 21، 18، 13(اند گزارش شده ،

32 ،39 .(  

  از آنزيم پولولاناز   توليد ، بار  براي اولين در اين پژوهش 

سويه  Halorubrumدوست افراطي جنس آركي نمك
Ha25 شرايط همچنيندر اين بررسي . گزارش شده است ،

  .بهينه جهت توليد و فعاليت آنزيم نيز تعيين شده است

  مواد و روشها
دوست افراطي آركي نمك: و شرايط كشت آركيسويه 
 ور آران و بيدگل در ايران جدااز درياچه پرش Ha25سويه 
-درجه سانتي 40 دماياين سويه در شرايط هوازي در . شد

نشاسته  صددر 1 (w/v)گراد در محيط كشت داراي 
عصاره مخمر  درصد  2/0پپتون گوشت،  درصد 1محلول، 

 ، NaCl184، MgCl2.6H2O 23  (g l-1)پايه نمكي با و 

MgSO427 ،KCl 4/5  و CaCl24 ) محلولCaCl2  جداگانه
ميلي ليتر بر ليتر به محيط  4 ميزانه بو سپس  اتوكلاو شد

 محيط نيز با pH. كشت داده شد) گرديدكشت افزوده 
  .تنظيم شد 2/7 - 4/7ي در محدوده Tris – HClاستفاده از 

شناسي و فيزيولوژيك ويژگيهاي ريخت: شناسايي سويه
  23محتوي  جامد و مايع MGM  روي محيط Ha25سويه 
اين رنگ آميزي گرم . بررسي شد )w/v( نمك تام درصد

بررسي حركت آن  و) Dussault )10سويه بر اساس روش 
فعاليت كاتالازي و  ).12( مرطوب انجام شدنيز با روش لام 

، احياي نيترات و ، هيدروليز ژلاتين، توليد اندولاكسيدازي
 Bergey's Manual of Systematicمطابق  مصرف سيترات

Bacteriology توليد  ).15و  4( مورد بررسي قرار گرفتند
هوازي و اسيد از كربوهيدراتها، رشد در شرايط بي

بيوتيكهاي مختلف با روشهاي ارائه شده يحساسيت به آنت
هيدروليز  ).30( شدند طالعهو همكاران م Orenتوسط 
  ).16( بررسي شد Gonzálezطبق روش  80تويين 

DNA  ژنومي اين سويه با روشWan Lam استخراج شد 
  F21 عمومياين سويه با پرايمرهاي  S rRNA16ژن ). 11(

 (5′-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3′)   وR1492 
(5'- GGTTACCTTGTTACGACTT-3')  با واكنش

  : اي پليمراز و طبق برنامه زيرتكثير شدزنجيره
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و مدت زمان  گراددرجه سانتي 94دماي دناتوراسيون اوليه 
 94چرخه شامل يك دقيقه دماي  30سپس  .بود دقيقه 5آن 

 ،گراددرجه سانتي 54يك دقيقه دماي  ،گراددرجه سانتي
، در انتها .گراد انجام شدنددرجه سانتي 72يك دقيقه دماي 

 72دقيقه در  7دما براي  DNAبراي تكميل واكنش ساخت 
درستي انجام واكنش . گراد نگه داشته شددرجه سانتي

اي پليمراز با الكتروفورز بخشي از محصول و رنگ هزنجير
اين محصول از هر دو . شد تأييدآميزي آن با اتيديوم برمايد 

 S rRNA16شباهت توالي  و سپس توالي شد سو تعيين
 عاتيدر پايگاه اطلا تواليهاي ثبت شدهسايراين سويه با 

EzTaxon-e server  (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/; 

Kim et al., 2012) 20( تعيين شد(.  

توليد  :ول آنزيمي خامسازي محلتوليد پولولاناز و آماده
ميلي  20ميلي ليتري حاوي  100آنزيم با تلقيح فلاسكهاي 

. ليتر محيط كشت با كشت سه روزه سويه، انجام گرفت
گراد در انكوباتور شيكردار درجه سانتي 40 كشتها در دماي

ساعت  96فلاسكها پس از مدت زمان . گرماگذاري شدند
وژ محتويات فلاسك توده با سانتريفيستزي برداشته شده و

-درجه سانتي 4 دقيقه در دماي 20 به مدت x g 9000 در

رويي جهت ارزيابي فعاليت آنزيمي مايع. گراد حذف شد
  .مورد بررسي قرار گرفت

ميكروليتر از محلول آنزيمي  50: سنجش فعاليت پولولاناز
)  5/7pH( ميلي مولار 50 ميكروليتر بافر فسفات 450با 

 50در دماي  NaCl مولار 5/2 ولولان پو درصد 5/0حاوي 
دقيقه گرماگذاري و سپس  30 به مدتگراد درجه سانتي

مقدار قندهاي احياكننده آزاد شده با روش دي 
بر ). 26(گيري شد اندازه) DNS(نيتروساليسيليك اسيد 

حسب تعريف يك واحد آنزيم پولولاناز مقدار آنزيمي 
ند احيايي است كه موجب آزاد شدن يك ميكرو مول ق

مالتوتريوز در يك دقيقه در يك ميلي ليتر محلول آنزيمي 
  . شود

 :آنزيم و غلظت نمك روي رشد و توليد pHاثر دما، 
اثر عوامل مختلف روي آنزيم پولولاناز، توليد  بهبودجهت 
-براي دست .شد بررسي آنزيم و توليد  Ha25سويه رشد 

از محيط  ،آنزيم رشد و توليد جهتيابي به دماي بهينه 
به محيطهاي پايه آماده شده  درصد 1پيش كشت به ميزان 

 شدتلقيح  2/7 -4/7معادل  pHو نمك  درصد 23 (w/v)با 
، 25در دماهاي  rpm 150با دور  شيكردار و در انكوباتور

گرماگذاري گراد درجه سانتي 55و  50، 45، 40، 35 ،30
  pHتعيين  به منظور هاي مختلف pHبراي تنظيم  .شد
 pH( ،)0/6 0/5(استات سديم از بافرهاي استاندارد  ،بهينه
pH(MES ، )0/7 pH (HEPES، )0/9-0/8 (pH   Tris و

)0/10pH  (Glycine-NaOH 5/5هاي غلظت .استفاده شد – 
و  MgCl2  مولار از 0/0 -5/0و  NaCl مولار از 5/1

با  هاي كلريد پتاسيم، استات سديم و نيترات سديمنمك
مولار جهت تعيين ميزان بهينه اين  0/4تا  0/1 غلظتهاي

  . نمكها بررسي شدند

اثر منابع مختلف كربن و نيتروژن بر رشد و توليد 
 بررسي اثر منابع كربن، كربوهيدراتهاي به منظور :پولولاناز

فروكتوز، مالتوز، لاكتوز، دكسترين،  ،گلوكزشامل  يمختلف
تنها منبع كربن،  به عنوان )(w/v درصد 1 به ميزان پولولان

جهت تعيين غلظت  .شدند نشاستهجايگزين  در محيط پايه
بهينه نشاسته محلول براي توليد پولولاناز، نشاسته محلول با 

منبع كربن به  به عنوان درصد  w/v( 0/5 - 0/0(غلظتهاي 
مختلف   براي بررسي اثر منابع. محيط كشت اضافه شد

ناز در محيط پايه، از نيتروژن آزمايشگاهي در توليد پولولا
منابع آلي و معدني شامل عصاره مخمر، عصاره گوشت، 
پپتون، تركيبي از عصاره گوشت و پپتون، عصاره مخمر و 

 2(NH4)) ، سولفات آمونيوم)NH4Cl( كلريد آمونيومپپتون، 

SO4)  به ميزان، نيترات آمونيوم و نيترات سديم )w/v( 1 
 .نداستفاده شد درصد

سازي در كليه مراحل خالص: آنزيم ينسب سازيخالص
دهي رسوب. درجه سانتي گراد صورت گرفتند 4دماي 
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دهي توسط اتانول مطلق سرد رسوب روشا ب هاپروتئين
، روزه 4براي اين منظور ابتدا كشتهاي ميكربي . انجام شد

گراد درجه سانتي 4دمايليتري در ميلي 15در فالكونهاي 
شده و به  ، سانتريفيوژx g 9000دقيقه با دور  20 به مدت

. اين ترتيب سلولها و ديگر مواد جامد محيط حذف شدند
درجه  - 20شده در دماي اتانول مطلق سرد يك حجم 

قطره قطره به مايع رويي حاصل از  به صورتگراد سانتي
رسوب حاصل با  .محيط كشت اضافه گرديد سانتريفيوژ
دقيقه  20 به مدت  x g 9000با دور  سانتريفيوژاستفاده از 
رسوب اين . شد جمع آوري گراددرجه سانتي 4در دماي 

 برابر pHميلي مولار با  50 فسفاتدر كمترين مقدار بافر 
. سپس اين مايع مورد دياليز قرار گرفت. شدحل 5/7با 

براي تخليص بيشتر آنزيم، كروماتوگرافي فيلتراسيون ژلي 
استفاده از اين با . انجام شد G-100با محيط سفادكس 

روش كروماتوگرافي، پروتئينها بر حسب اندازه از ستون 
با شستشوي ستون با بافر پروتئينهاي . شوندخارج مي

از ستون  تأخيربزرگتر زودتر و پروتئينهاي كوچكتر با 
با ) cm 40 × 5/1(ستون كروماتوگرافي . شوندخارج مي

) pH 5/7(ميلي مولار  20استفاده از بافر سديم فسفات 
 جداسازي. مولار به حالت تعادل در آمدNaCl2 حاوي 
استفاده از دو حجم از همان بافر با پروتئينها با  تفكيكي

حجم . ميلي ليتر بر دقيقه انجام شد 2/0سرعت جريان 
بعد . ليتر بودبخشهاي جمع آوري شده از ستون، يك ميلي

بخشهاي  تمام از اتمام شستشوي ستون، فعاليت آنزيمي
بخشهاي . رج شده از ستون مورد بررسي قرار گرفتندخا

آنزيم خالص شده براي  به عنوانآوري شده و فعال جمع
در همه مراحل تخليص، . بررسيهاي بيشتر استفاده شدند

روش برادفورد انجام گرفت  باگيري ميزان پروتئين اندازه
)5.(  

: نسبي بررسي بيوشيميايي فعاليت پولولاناز تخليص شده
تعيين دماي بهينه فعاليت پولولانازي، واكنش آنزيمي  براي
يك  به مدتدرجه سانتي گراد  25- 55 دمايي گسترهدر 

ساعت انجام شد و سنجش فعاليت پولوليتيك مطابق 
بهينه فعاليت  pH تعيينبراي . شرايط استاندارد انجام گرفت

 5/0پولوليتيك بخشهاي فعال، از محلول سنجش پولولان 
ميلي  20مناسب با غلظت  pHهايي با رباف در درصد
 0/8 ؛ HEPES،0/7 ؛ MES،0/6 استات سديم؛ ،0/5(مولار

فعاليت . شد استفاده )Glycine-NaOH ،0/10 ؛Tris، 0/9تا 
 0/0 – 2/5 غلظتهاي در حضورنسبي شده  تخليصآنزيم 
گيري شد، همچنين اثر غلظتهاي مختلف اندازهNaCl  مولار
NaCl )3-1 درجه سانتي 25-55گستره دمايي در ) مولار -

 .گراد روي فعاليت آنزيم بررسي شد

تعيين  جهت: سي محصولات حاصل از عملكرد آنزيمبرر
بر روي پولولان،  حاصل از عملكرد آنزيميمحصولات 

 از روش كروماتوگرافي لايه نازك نشاسته و مالتوتريوز،
)TLC( اين منظور، در تانك به  .استفاده شدTLC از ،

،  3:  1:  1(آب  –اسيد استيك  -بوتانولn– م حلال سيست
v/v/v(  رديابي محصولات حاصل از عملكرد  به منظورو

اسيد ارتو  –آنيلين  –آنزيم نيز از  معرف دي فنيل آمين 
  ).31( فسفريك استفاده شد

  نتايج
مطابق با آزمونهاي بيوشيميايي و اطلاعات حاصل از تعيين 

در جنس   Ha25، سويه S rRNA16ترادف ژن 
Halorubrum با  اين سويه درخت فيلوژني. قرار گرفت

اين درخت ). 1شكل( رسم شد Neighbour-joiningروش 
را نشان داده و مطابق با آن  Ha25موقعيت فيلوژني سويه 

با   Halorubrum chaoviatorنزديكترين گونه به اين سويه،
  .)24( است Gene bank ،AM048786شماره دسترسي 

ن سويه گرم منفي، چند شكلي، متحرك و هوازي بوده و اي
بر روي محيط جامد  ي آنكلنيها. دهداسپور تشكيل نمي

رنگ قرمز و محدب به ) w/v( نمك تام درصد 23حاوي 
   .بودهاي صاف با كناره
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  Halorubrum sp. strain Ha25درخت فيلوژني  -1شكل 
و  NaClمولار از   2/5تا  5/1در غلظتهاي  آركيرشد اين 

درجه  50تا  25و دماي  0/9تا  0/6بين  pHدر محدوده 
و دماي بهينه  pH ،غلظت نمك. شدگراد مشاهده سانتي

درجه  40و  pH 0/7 ،مولار 0/3 به ترتيببراي رشد 
د كه حضور همچنين مشخص ش .تعيين شدگراد سانتي

اين سويه اكسيداز . استمنيزيم براي رشد ضروري يونهاي 
و  كرده ءنيترات را به نيتريت احيا ،و كاتالاز مثبت بوده

لاكتوز،  ز،وگالاكت قادر به مصرف كربوهيدراتهاي گلوكز،
ولي توان  ،بودمانوز، سوكروز، مالتوز، ريبوز و نشاسته 

به هيدروليز قادر  اين سويه .شتامصرف مانيتول را ند
توليد  را H2S، اندول و نبوده 80ژلاتين، كازئين و تويين 
اريترومايسين، كلرامفنيكل، ، Gنكرده و به پنيسيلين

  .بودسيلين مقاوم يكلين و آمپيتتراسا

  

 
  .بار تكرار هستند 3نتايج نشان داده شده ميانگين . ط پايهدر محي Halorubrum sp. strain Ha25كينتيك رشد و توليد آنزيم پولولاناز  -2شكل 

 Strain Ha25

 Halorubrum chaoviator Halo-GT(AM048786)

 Halorubrum ezzemoulense 5.1T(DQ118426)

 Halorubrum distributum JCM 9100T(D63572)

 Halorubrum coriense Ch2T(L00922)

 Halorubrum sodomense (D13379)

 Halorubrum trapanicum NRC 34021T(X82168)

 Halorubrum ejinorense EJ-32T(AM491830)

Halorubrum terrestre VKM B-1739T(AB090169)

 Halorubrum arcis AJ201T(DQ355793)

Halorubrum kocurii BG-1T(AM900832)

 Halorubrum vacuolatum(D87972)

 Halogranum gelatinilyticum TNN44T(GQ282624)

Halogranum rubrum RO2-11T (EU887283)

 Halogranum gelatinilyticum TNN44T(GQ282623)

 Haloplanus natans (DQ417339) 

64

100

100

98

99

99

99

65
89

96

0.01 
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 و  Halorubrum chaoviator Halo-GT -2 ،Halorubrum ezzemoulense 5.1T -3با  Ha251-ه ويژگيهاي افتراقي سوي -1جدول 
Halorubrum distributum JCM 9100T -4 

 1 ويژگي 2  3  4 
 شكل ظاهري چند شكلي ايچند شكلي ميله   كليچند ش   ايشكلي ميله چند  

 +Mg2نيازمندي به  100-200 mM  50mM  + + 

 )C°(محدوده دمايي رشد  50-25   50-28   50-22   50-26  

 + احياي نيترات -  +  + 
80هيدروليز تويين    -  -  -  - 

 هيدروليز نشاسته +  +  -  - 
:مصرف  

+  +  + 
  
 گلوكز -

زوسوكر   +  -  +  - 
 لاكتوز +  +  +  - 
 گالاكتوز +  +  -  - 
 )C°(دماي بهينه  40  37  40-37   45-37  

 H2Sتوليد  -   نا مشخص  نا مشخص + 
M(  2/5-5/1(براي رشد   NaClمحدوده   5-2   3/4-5/2    2/5 -7/1  

G+C content (mol%)   نا مشخص 5/65   9/61   6/63  

Data were taken from Kharroub (2006), Mancinelli (2009), Castillo (2007), Cui (2007)  

 هاياز ديگر گونه Ha25ويژگيهاي تمايز دهنده سويه 
  .آمده است 1در جدول  Halorubrumجنس نزديك 

و غلظتهاي مختلف نمك روي رشد و توليد  pHاثر دما، 
توليد آنزيم با ميزان رشد همراه بوده و در ميانه : پولولاناز

پيوستگي بين رشد و توليد  .رسيدفاز سكون به بيشينه خود 
كه در  همان طور .نشان داده شده است 2در شكل آنزيم 

شود، توليد آنزيم با رشد سويه شروع شده و شكل ديده مي
رسد، توليد آنزيم زماني كه رشد به بيشترين ميزان خود مي

با وارد شدن سلولها به . نيز در بيشترين مقدار خود است
رشد و توليد . كندفاز مرگ، توليد آنزيم نيز كاهش پيدا مي

صورت گراد درجه سانتي 25 -50آنزيم در گستره دمايي 
 40در دماي  )U ml-124/0±  56  ( و بيشترين توليدگرفته 

رشد سلولي و . )الف. 3.شكل( گراد ديده شددرجه سانتي
 و بوده 0/9تا  0/6بين  pHترشح پولولاناز در گستره 

در  U ml-1 4/4 ± 2/55 بيشترين فعاليت پولوليتيك معادل 
pH 0/7 بيشترين ميزان توليد . )ب.3.شكل( مشاهده گرديد

 ± U ml-1 4/4 معادل NaClمولار از  5/3در غلظت آنزيم 

 نبوددر  آنزيم رشد و توليد. )پ.3.شكل( تعيين شد 2/83
م مشاهده نشد و بيشترين ميزان توليد هاي منيزييون

مولار از  1/0در غلظت ) U ml-132/0 ±4/53 (پولولاناز 
MgCl2 اين سويه قادر به توليد  .)ت.3.شكل( عيين شدت

با جايگزيني نمك . بود NaClپولولاناز در حضور نمك 
NaCl  با نمكهاي سديم نيترات و سديم استات رشد سويه

 NaClبا جايگزيني نمك . بدون توليد آنزيم صورت گرفت
ها نشان داده داده(رشد و توليد آنزيم مشاهده نشد  KClبا 

  ).اندنشده
  ):الف. (3.لشك
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  ):ب.( 3.شكل 

  
  ) :پ.(3.شكل 

  
  ) :ت. (3.شكل 

  

وتوليد  و غلظتهاي مختلف نمك روي رشد pHاثر دما، . 3.شكل
اثر دما ) الف.     Halorubrum sp. strain Ha25پولولاناز توسط 

روي رشد و توليد آنزيم       pHاثر ) روي رشد و توليد آنزيم       ب
اثر ) روي رشد و توليد آنزيم    ت NaClتلف اثر غلظتهاي مخ) پ

  رشد و توليد آنزيم روي  MgCl2غلظتهاي مختلف 
: اثر منابع كربن و نيتروژن روي رشد و توليد پولولاناز

در حضور نشاسته و  به ترتيببيشينه رشد وتوليد آنزيم 
آنزيم در  توليد. بع كربن مشاهده شداتنها من به عنوانمالتوز 

حاوي منو، دي و پلي ساكاريدهاي محيطهاي كشت 
توليد پولولاناز در محيط حاوي  .شد ديدهبررسي شده 

به گلوكز  حالي كه، در )U ml-15/80 (شد  القاء مالتوز،
در  .كرددر محيط كشت مهار را كامل توليد آنزيم  طور

 U ml-1 به ترتيبحضور دكسترين، نشاسته و پولولان 
مشاهده شد كه در اين توليد آنزيم  2/22و  5/24، 3/26

توليد  بيشترين .بيشتري توليد كرد تودهميان نشاسته زي
 نشاسته درصد 5 )(w/ vر غلظت د) U ml-1 9/59(آنزيم 

توده توليد زي ،با افزايش غلظت نشاسته. آمد به دست
بر روي تركيب پپتون گوشت  توليد آنزيم .كاهش پيدا كرد

    به ميزانيتروژن، منبع ن به عنوانعصاره گوشت  به همراه
 U ml-1 8/1  ±5/118 ن وجود استفاده از مشاهده شد، با اي

اختلاف ) U ml-1)  3/0  ± 9/115تنهاييه پپتون گوشت ب
ميزان رشد روي منابع معدني  .دهدبا آن نشان نمي زيادي را
ميزان  2جدول . بسيار كمتر از منابع آلي آن بود ،نيتروژن

لاناز را در روي منابع كربن و رشد و توليد آنزيم پولو
  .دهدنيتروژن متفاوت نشان مي

  
 اثر منابع مختلف كربن و نيتروژن روي رشد و توليد آنزيم پولولاناز -2 جدول

 (U ml-1)ميزان فعاليت  OD 600 nm) (ميزان رشد  )w/v(منبع غذايي 

 توليد پولولاناز
 

)U OD-1 600 nm(  
 0 0 ±0 2/3 گلوكز

 0 0 ±0 5/3 فروكتوز

 6/2 6/6 ±3/0 53/2 سوكروز

 4/3 5/7 ±1/0 23/2 لاكتوز

 5/27 5/80 ±4/0 9/2 مالتوز



 1393، 4، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

540 

  11 3/26 ±4/1 4/2 دكسترين
  6/10  2/22 ±1 1/2 پولولان

 8/17 8/17±4/0 1 %5/0نشاسته 

 7/7 5/24 ±8/0 2/3  %1نشاسته 

%2نشاسته   1 7/0±35 35  
%3نشاسته   1 6/0±5/41 5/41 

%4نشاسته   1 2/1± 42/42 2/42 

%5نشاسته   8/0 9/2± 5/59 67  
 3/0 عصاره مخمر  2/0 ± 8/35  7/137 

 1 عصاره گوشت 2/0± 3/91  3/91 

 1 پپتون 3/0±  116  116 

 1 عصاره گوشت و پپتون 8/1± 4/118  4/118 

 1/1 عصاره مخمر و پپتون 1/1± 4/94    8/82  

 0 كلريد آمونيوم 0  0 

سولفات آمونيوم 0  0  0 

 0 نيترات آمونيوم 0  0 

 0 نيترات سديم 0  .  
 به صورتها داده. جايگزين اين منابع در محيط كشت پايه شده اند ،درصد هاي مشخصي از منابع مختلف كربن و نيتروژن ذكر شده در جدول

% w/v (1( به ميزانتمام منابع غذايي جز مواردي كه در جدول ذكر شده است، درصد . اندانحراف معيار نشان داده شده ±ميانگين سه بار تكرار آزمايش 
  .بوده است

  
پولولاناز خارج سلولي از : آنزيم پولولاناز نسبي تخليص

دهي اتانولي و محيطهاي فاز سكون آركي با رسوب
سازي نسبي خالص به طوركروماتوگرافي فيلتراسيون ژلي 

خلاصه شده  3نتايج تخليص پولولاناز در جدول . شد
-Gيك پيك فعاليت پولوليتيك از ستون سفادكس . است

-SDSآنزيم نيز با استفاده از  نسبي تخليص. شسته شد 100

PAGE  اندنتايج نشان داده نشده(ثابت شد .(  

اثر عوامل مختلف روي فعاليت پولولاناز تخليص شده 
 4مختلف روي فعاليت آنزيم در شكل عوامل  تأثير: نسبي

هاي خنثي تا  pHآنزيم پولولاناز در . نشان داده شده است
فعاليت آنزيم در . كمي قليايي فعاليت بيشتري را نشان داد

0/8 pH به عنوان pH  در نظر  درصد 100بهينه معادل
و  0/5هاي اسيدي  pHفعاليت پولوليتيك در . گرفته شد

و  درصد 5/83 به ميزان ه ترتيبب 0/9قليايي  pH و 0/6
  ).الف. 4.شكل ( كاهش يافت  درصد 6/67و  درصد 5/50

  
  

رويي كشتهاي نسبي پولولاناز از مايع خلاصه تخليص -3جدول 
Halorubrum sp.  سويهHa25.  

مايع رويي  
 محيط كشت

رسوب دهي 
 اتانولي

محصول
 كروماتوگرافي

مقدار پروتئين 
 )gµ( تام

2600 304 4/8  

 اليت آنزيميفع

)U(  
4000 546 8/40 

 U( فعاليت ويژه

mg-1( 

1538 1820 2/4851  

51/3  18/1  1 افزايش فعاليت  
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سويه  .Halorubrum spاثر دما روي فعاليت پولولاناز 
Ha25  بيشينه . نمايش داده شده است ب .4در شكل

گراد بوده، و آنزيم درجه سانتي 50فعاليت پولولاناز در
به گراد درجه سانتي 45و  35، 25دماهاي  خالص شده در

از فعاليت خود  درصد 75و  درصد 28، درصد 15 ترتيب
  .را حفظ كرد

روي فعاليت پولولاناز در شكل  NaClاثر غلظتهاي مختلف 
آنزيم در گستره غلظتهاي . نشان داده شده است پ. 4.
نه فعاليت آن در يفعال بوده و بيش NaClمولار  0/5-0/0

و  0/0در دو غلظت . مشاهده شد NaClمولار  0/3غلظت 
 30و  6حدود  به ترتيب، فعاليت آنزيمي NaClمولار  0/5

  .فعاليت اوليه آنزيم بود درصد

ت، اثر دماهاي مختلف روي فعاليت پولولاناز . 4در شكل 
با  .نشان داده شده است ،NaClدر غلظتهاي مختلف 

لاناز خالص افزايش غلظت نمك، اثر دما بر فعاليت پولو
  .شده نسبي مشهودتر است

  ):الف.(4.شكل 

  
  ):ب.(4.شكل

  

  ):پ.(4.شكل

  
  ):ت.(4.شكل 

  
اثر ) الف       اثر عوامل مختلف روي فعاليت آنزيم پولولاناز -4 شكل 

pH  روي فعاليت پولولاناز درHalorubrum sp.  سويهHa25.     
از بافرهاي مختلف  فعاليت آنزيمي توسط سنجش استاندارد با استفاده

نسبي گزارش شده است و بيشينه  به صورتفعاليت . گيري شداندازه
اثر دما ) ب     .در نظر گرفته شده است% pH ،100  0/8فعاليت در 

نسبي  به صورتفعاليت .  روي فعاليت پولولاناز خالص شده نسبي
در نظر گرفته % C50  ،100°گزارش شده است و بيشينه فعاليت در 

روي فعاليت آنزيم  NaClاثر غلظتهاي مختلف ) پ       .ه استشد
فعاليت برحسب سنجش استاندارد با غلظتهاي . خالص شده نسبي

NaCl  اثر دماهاي ) ت        .گيري شده استمولار اندازه 0/5تا  0/0از
مختلف روي فعاليت پولولاناز خالص شده نسبي در غلظتهاي مختلف 

NaCl .نجش استاندارد تعيين شده استفعاليت بر حسب س. 

  

: نسبي محصولات واكنش آنزيمي پولولاناز تخليص شده
پولولان و نشاسته محلول را به مالتوتريوز و  ،پولولاناز

). 5شكل (شكند مالتواوليگوساكاريدهاي بزرگتر مي
آنزيم قادر به هيدروليز شود، همچنان كه در شكل ديده مي

  .مالتوتريوز نيست
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. الگوي فعاليت پولولاناز روي سوبستراهاي مختلف -5شكل 
، نشاسته محلول )1خط (محصولات واكنش آنزيمي روي پولولان 

. اندمشخص شده TLCبا استفاده از ) 3خط (، و مالتوتريوز )2خط (
اي نشانگر يك مخلوط استاندارد مالتواوليگوساكاريدها با گستره Sخط 

  .است 7Gتا مالتوهپتائوز G 1از گلوكز 

  بحث
نمك دوست افراطي، نمك دوست هاي ميكروارگانيسم

آوري فندر زيست اهميت زياديكننده نمك و تحملنسبي 
با  .روز در حال افزايش استآنها روز ب هايكاربرد دارند و

توجه به اهميت آنزيمهاي هيدرولازي توليد شده توسط 
ها، تلاشهاي متعددي در جهت جداسازي و دوستنمك
اين  در ).2 و 1(يي اين آنزيمها صورت گرفته است شناسا

مشخص شد كه توليد پولولاناز توسط سويه پژوهش، 
Ha25  ،در طول فاز لگاريتمي شروع شده و در فاز سكون

سويه . رسدروز كشت، به بيشينه خود مي چهارميندر 
Ha25 ايي با منابع قادر به توليد پولولاناز در محيط كشته

چنان كه در نتايج نشان داده شد، مالتوز آن. كربن متنوع است
بع كربن براي توليد آنزيم اترين منبهترين و گلوكز نامناسب

 القاء در حضور مالتوز Ha25ترشح آنزيم سويه . هستند
حالي يي آنزيم است، در القاء شده و اين نمايانگر طبيعت

توليد آنزيم در هنگام رشد در محيط حاوي گلوكز و  كه
. يابدكاهش مي شدته بتنها منبع كربن  عنوان بهفروكتوز 

توسط گلوكز و ساير قندهاي ساده در آنزيم مهار توليد 
، halobius OR1 Micrococcusتوليد پولولاناز و آميلاز در

Thermoanaerbacter thermohydrosulfuricus 
، گزارش شده استنيز   Bacillus cereus var. mycoideو

رشد بسيار خوبي روي اين ها گانيسماين ميكرواربا اينكه 
ي بيان القاء از طرفي). 29 و 28 ،25(دارند كربني منابع 

پولولاناز توسط مالتوز در مورد پولولاناز باكتري 
Rhodothermus marinus همچنان . است شده نيز گزارش

 hydrothermalis مالتوز دركه در اين پژوهش مشاهده شد، 
Thermus ،T.profundus،thermosulfurogenes  

Clostridium و C. thermocellum آميلاز توليد گر القاء نيز
منابع كربني مانند دكسترين، نشاسته و . است و پولولاناز

كنند كه مشابه اين مي القاء پولولان نيز توليد اين آنزيم را
نيز .cereus FDTA13  B   نتايج در مورد توليد پولولاناز

  ). 37 و 36، 28 ،25 ،14(آمده است  به دست

شده، تركيب پپتون گوشت و  بررسيدر ميان منابع نيتروژن 
اين . دهندعصاره گوشت ترشح پولولاناز را افزايش مي

بهترين منبع نيتروژن براي ترشح پولولاناز در  به عنوانمنابع 
B. cereus var mycoide  گزارش شده است و همچنين

يتروژن معدني در كاهش رشد و توليد در حضور منابع ن
و  B.cereus FDTA13مشابه  Ha25سويه 

Chromohalobacter sp. TVSP 101 ميزان نمك . است
NaCl محسوسي ترشح پولولاناز  به طورمحيط كشت  در

اين سويه بيشينه توليد آنزيم را . دهدقرار مي تأثيررا تحت 
 حالي كه، در دادنشان NaCl مولار  5/3در محيط حاوي 

شان نداد وليد پولولاناز در حضور ساير نمكها را نتوانايي ت
  ).36 و 33، 22(

 50در دماي NaCl مولار  3فعاليت بيشينه آنزيم در غلظت 
 pHپولولاناز در . مشاهده شد pH  0/8گراد و درجه سانتي

ولي فعاليت پولوليتيك  بالا فعاليت بيشتري را نشان داد هاي
 درصد 32تنها  كهطوري كاهش يافته  شدته ب pH 0/9در

در دماهاي بالاتر و ). 2شكل ( اندفعاليت اوليه آن باقي م
 درصد 85 به ترتيب، )درجه سانتي گراد 55و  25(تر پايين

رفتار . كاهش فعاليت آنزيم رديابي شد درصد 33و 
و  Natronococcus sp ،Hfx. Mediterraneiآميلازهاي 

١ ٢ ٣S 
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 Thermoanaerbacter thermohydrosulfuricusپولولاناز 
  ). 32 و 25، 21(نيز در برابر عامل دما مشابه است 

 NaClپولولاناز با افزايش دما و غلظت آنزمي فعاليت 
 .Micrococcus spيابد، اين رفتار در آميلازهاي افزايش مي

پولولاناز . نيز مشاهده شده است .Halobacterium spو 
ن و ، پولولاHa25سويه  .Halorubrum spخالص شده از 

محصول اصلي  به عنواننشاسته محلول را به مالتوتريوز 
بنابراين اين آنزيم يك آميلوپولولاناز . كندهيدروليز مي

 α )1 - 6(و  α )1- 4(است كه توانايي شكستن پيوندهاي 
كنون تعداد اندكي از گليكوزيل تا. را داراست

كنند، هيدرولازهايي كه از نشاسته مالتوتريوز توليد مي
 ، Natronococcus sp. Ah-36اند كه آنزيمهاي ه شدهشناخت

Streptomyces griseus NA-468 ،subtilis  B.و  
 M. imperial 29 و 20، 13( هستند از اين قبيل .(  

منبع  Ha25دهد كه سويه نتايج مطالعه حاضر نشان مي
اي براي توليد پولولاناز نمك دوست افراطي و بالقوه

ن آنزيم توليد شده در شرايط گرمادوست است، بنابراي
سخت چند عاملي مانند دماي بالا، شوري بالا و آب فعال 

آوري و تجاري ارزش فنتواند از ديدگاه زيستكم مي
  .داشته باشد
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Production of an extracellular halophilic Pullulanase By Halorubrum 
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Abstract 

The industrial application of enzymes which can withstand in harsh condition such as high 
salinity and temperature has greatly increased. An extracellular halophilic and moderately 
thermophilic pullulanase was produced by a newly isolated extreme haloarchaeal strain 
designated as Halorubrum Ha25 in culture medium with 23% of total salt. The enzyme 
production corresponded with growth. The isolate was capable of producing pullulanase in the 
presence of NaCl and the maximum enzyme production was observed at 3-4 M NaCl (85 U ml-

1). Optimum pH and temperature for enzyme production were 7.0 and 45 °C, respectively. 
Various carbon sources including maltose, starch and pullulan were induced enzyme 
production, while glucose repressed it. No cell growth and enzyme production were observed in 
the lack of Mg2+ and the optimum concentration was 0.1 M. The maximum pullulanase activity 
was obtained in the medium containing 3 M NaCl at 50 °C, with 25% and 72% activity 
reductions at temperature 45 and 35°C, respectively. The optimum pH for activity of the 
enzyme was 8.0, with 49.5% and 32.4% residual activities at pH 6.0 and 9.0, respectively. 

Keywords: pullulanase production, extreme halophilic archaea, Halorubrum,pullulan 

  


