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 دهيچک

 يکاربردها نيترمهم از يکي. است افتهي شيافزا شانيفناورستيز يردهابکار و دوست نمک يهاسميکروارگانيم يهاميآنز به توجه امروزه :هدف و نهيزمشيپ
 يجداساز باهدفر يخاست. مطالعه ا ،دارند را سخت طيشرا در واکنش انجام ييتوانا ک کهيتيدرولايه يهاميآنز ديتول در نمک دوست يهاسميکروارگانيم

  ران انجام گرفته است.ياز خاک شور مرکز ا نازيگلوتام و ، سلولازگلوکاناز تاز،يف يهاميآنز دکنندهيتولنمک دوست  يهايباکتر
ل يتشک بر اساس هاياکترب يميت آنزيد. فعاليگرد بردارينمونهاستان سمنان  ارجمنديبگول و  ياز خاک شور حاج عل يقاتين مطالعه تحقي: در اهاروشو  مواد

 نازيگلوتام و سلولاز ،گلوکاناز ،تازيف يميت آنزيبا فعال هاجدايهد. يمربوطه مشخص گرد يهامعرفپس از اضافه کردن  هايکلنجاد رسوب در اطراف يا ايهاله شفاف و 
قرار  يموردبررسلف مخت يدماها و pH در دشدهيتول يهاميآنز يداريت و پاين فعاليشدند. سپس بهتر ييشناسا ١٦S rRNA يتوالن ييبا استفاده از روش تع

  استفاده شد.  Graph pad Prism(8.0.2) افزارنرماز  ين بررسيا يبرا گرفتند.
 موردنظر يز از باکترم سلولايآنز يج بررسين نتايهمچن .بودند Bacillus يهاگونهو  هاجنس به متعلق ،هاميآنز دکنندهيتول دوست نمک يهايباکتر: هاافتهي

 PHبود.  گرادسانتيجه در ٦٠ يو دما pH ٨در  يدارين پايو بهتر است گرادسانتيدرجه  ٤٠ن دما در يو بهتر pH ٨آن در  يميت آنزين فعالينشان داد بهتر
 PHبود.  گرادسانتيدرجه  ٦٠ يو دما pH ٨در  يدارين پايبود و بهتر گرادسانتيدرجه  ٥٠نه يبه يو دما pH ٨ناز يم گلوتاميآنز يکيتيکاتالت يفعال ينه برايبه
 يابيدر ارز ينبود ول دارمعنيطح دما س يآمار يابيارز در د.يگرد يابيارز گرادسانتيدرجه  ٥٠نه يبه يو دما pH ٩م بتاگلوکاناز يآنز يکيتيت کاتاليفعال ينه برايبه

pH بودند. دارمعني هاگروهاز  يبعض  
 دارا را گلوکاناز از، سلولازونيگلوتام ميآنز سه هر ديتول ييتوانا خاک، از جداشده لوسيباس يهايباکتر که داد نشان پژوهش از حاصل جينتا :گيرينتيجهبحث و 

 باشند. يو صنعت يقاتيتحق يکارها يلازم برا يهاميآنزد يتول يبرا يمنبع خوب تواننديمهستند و 

 تازيف، دوست نمک يهايباکتر ناز،يسلولاز، گلوتام لوس، گلوکاناز،يباس :هاکليدواژه

  
 ١٤٠٢ ، مرداد٢٣٥-٢٤٦، ص پنجم شمارهسي و چهارم، دوره ي، پزشکمطالعات علوم مجله 

  
  ٠٤١٣٣٣٧٢٢٥٦، تلفن: تبريز،ايران تبريز، پزشکي علوم دانشگاه گرمسيري، و عفوني هايبيماري تحقيقات مرکز :آدرس مکاتبه

Email: dilmaghania@tbzmed.ac.ir 

  
  مقدمه

ط يک نمونه از مناطق با شراي عنوانبهبالا  يبا شور يمناطق
ن مناطق يزنده در ا يهاسميکروارگانيمست دشوار هستند که يز

 . کوشنر،)١(از غلظت نمک را دارند  يست در رنج بالاتريز ييتوانا

                                                             
 رانيز، ايتبر ز،يتبر ي، دانشگاه علوم پزشکيريو گرمس يعفون هايبيماريقات يسانس مرکز تحقيفوق ل ١
 رانياز، يتبر ز،يتبر ي، دانشگاه علوم پزشکي، دانشکده داروسازيداروساز يعموم يدکتر ٢
 رانيا ز،يتبر ز،يتبر يپزشک علوم دانشگاه ،يداروساز دانشکده ،يداروساز يعموم يدکتر ٣
 رانيز، ايتبر ز،يتبر ي، دانشگاه علوم پزشکي، دانشکده داروسازيداروئ يوتکنولوژيار بياستاد ٤
 رانيادزفول، دزفول،  يپزشک ، دانشگاه علوميار، دانشکده پزشکياستاد ٥
 (نويسنده مسئول) رانيز،ايتبر ز،يتبر يپزشک علوم دانشگاه ،يريگرمس و يعفون هايبيماري قاتيتحق ، مرکزيداروئ يوتکنولوژيار بيدانش ٦

ست يکه در آن ز نمک دوست را بر اساس غلظت نمک يهايباکتر
 نمک يم کرد که شامل باکتريمختلف تقس يهاگروهبه  کننديم

نمک طعام دارند.  درصد ٣تا  ١ن رشد را در يف که بهتريدوست خف
 درصد ١٥تا  ٣ن رشد را در يدوست معتدل که بهتر نمک يباکتر
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 يترمطلوبکه رشد  يدوست افراط نمک ينمک طعام دارند و باکتر
دوست  ر نمکينمک طعام دارند. موجودات غ درصد ٣٠تا  ١٥را در 

ن ياگر ا کهيدرحالاز دارند، ينمک طعام ن درصد ١به کمتر از 
 عنوانبه کردنديمنمک را تحمل  يز غلظت بالاين هاسميکروارگانيم

  .)٣, ٢( شدنديمنمک در نظر گرفته  کنندهتحمل
 در يکاربرد يهاليپتانس يدارا نمک دوست يهايباکتر

هستند. امروزه  يوتکنولوژيب و ياکولوژ صنعت، مختلف يهانهيزم
 يردهاينمک دوست و کار يهاسميکروارگانيم يهاميآنزتوجه به 

 يکاربردها نيترمهماز  يکيافته است. يش يافزا شانيفناورستيز
ک يتيدرولايه يهاميآنزد ينمک دوست در تول يهاسميکروارگانيم

 نيترمهمط سخت را دارند، از يانجام واکنش در شرا يياست که توانا
به  توانيمع مختلف دارند يدر صنا يکه کاربرد فراوان ييهاميآنز

 با ييغذا تازيف اشاره کرد. مکمل نازيگلوتام و سلولاز ،گلوکاناز تاز،يف
 توسط يمعدن مواد جذب يممانعت اثر تات،يف هيتجز با يکروبيم منشأ

 کنديم يريجلوگ هاکمپلکس نيا ليتشک از و نموده برطرف را آن
 دفع از يريجلوگ باعث ،ييغذا عناصر از فسفات جذب شيافزا با و

 ميآنز که است شده گزارش نيا بر علاوه. )۵, ۴( شوديم فسفات
 نسبت ،ييغذا جذب ن،يپروتئ هضم تيقابل يرو بر يمثبت ريتأث تازيف

 و تروژنين فسفر، يبقا شونده، زهيمتابول يانرژ محصول، به غذا
 يداروساز عيصنا در توانيم تازيف از نيهمچن. )۷, ۶( دارد ميکلس
 ليتشک از يريجلوگ و کلسترول کاهش مر،يآّلزا يماريب درمان در

 در يعيوس ليپتانس تاز،يف نيبنابرا. کرد استفاده هيکل سنگ
 مشکلات توانديمو  دارد يو پزشک يداروئ يوتکنولوژيب يکاربردها

  .)۸( کند برطرف ستيزطيمح و يسلامت نهيزم را در ياديز
 دهندهليتشک ياصل يهابخش نيگنيل و سلولز يهم سلولز،

 وزن از درصد ٢٣و  ٣٣ ،٤٠ بيترت به که بوده اهانيگ يسلول وارهيد
 سلولز، ياصل ياجزا از يکي گلوکان. دهنديم ليتشک را اهيگ خشک

 لحاظ به ديساکار يپل نيدوم و باشديماهان يگ يسلول وارهيد در
 کنندههيتجز يهاسميکروارگانيم رونيازا. است سلولز از پس يفراوان

 ،خواراهيگ واناتيح روده کمپوست، خاک، در يفراوان عيتوز گلوکان،
 يکروبيم گلوکاناز ٤و  ١-بتا-اندو. )۹( دارند مهرگانيب و حشرات
 ياصل نقش. )۱۰(است  گلوکان هيتجز يبرا يديکل يهاميآنز ازجمله

 يقندها به آن ليتبد و يسلولز رهيزنج شکستن اندوگلوکاناز ميآنز
 از يکي سلولاز .)۱۱( است نيسلودکستر و گلوکز همچون ترکوچک

 توسط توانديم ميآنز نيا. باشديم صنعت در هاميآنز نيپرکاربردتر
 ديتول يبالا نهيهز. شود ديتول هاستينومياکت اي و هايباکتر ،هاقارچ

 و ديتول در مورداستفاده يسوبسترا اديز متيق علت به سلولاز
 علت به هايباکتر. باشديم هاقارچ رشد نييپا سرعت نيهمچن

. ترندمناسب سلولاز ديتول يبرا ،هاقارچ با سهيمقا در بالا رشد سرعت
 ازلحاظ اما. است FPase تيفعال فاقد عمدتاً ييايباکتر سلولاز

 مواد لهيوسبه کمتر سلولاز نيا نيهمچن. است مؤثرتر يکيتيکاتال
 .)۱۲( گردديم مهار شده زيدروليه

L-Glutaminas باعث که است کيتيدرولايه ميآنز کي 
. )١٣( شوديم وميآمون و دياس کيگلوتام به نيگلوتام-ال شدنليتبد

L-Glutaminase عنوانبه و دارد سرطان هيعل بر يخوب ليپتانس 
 شيازاف باعث و شوديم استفاده ييغذا عيصنا در دهندهطعم
 به مقاوم نازيگلوتام. شوديم غذا در دار کيگلوتام دياس باتيترک

 يبرخ. است ازيموردن ييغذا عيصنا در دما به مقاوم و نمک
 از که ييهاسميکروارگانيم همچون نمک دوست يهاسميکروارگانيم

 نمک به مقاوم نازيگلوتام ميآنز ديتول ييتوانا شونديم يجداساز ايدر
 Pseudomonas sp.، Vibrio همچون مختلف يهايباکتر. دارند

costicola و Micrococcus sp اندشده يجداساز ايدر از که 
 نيهمچن دارند. نمک به مقاوم نازيگلوتام ميآنز ديتول ييتوانا
 را ميآنز نيا توانديم Aspergillus oryzae همچون ييهاقارچ

 سلولاز ،ازگلوکان تاز،يف يتجار يکاربردها به توجه با .)١٤(کند  ديتول
 نيا ديخر و واردات صرف ياديز يهانهيهز سالانه ناز،يگلوتام و

 ازمندين يبوم يهاهيسو از ميآنز ديتول. گردديم کشور در هاميآنز
 پژوهش هدف. است رانيا مختلف مناطق در يبررس و مطالعات

 ،گلوکاناز تاز،يف يهاميآنز ييشناسا و يجداساز يبررس حاضر،
 از شده يجداساز نمک دوست يهايباکتر از نازيگلوتام و سلولاز
  .است رانيا يمرکز فلات

  
  روش کارمواد و 

  
  :بردارينمونه

-٠ از اعماق بردارينمونهو مستقل هست  يفينمونه مطالعه ک
ارجمند يگول و ب يدو منطقه حاج عل يهاخاک يمتريسانت ٣٠

 يشگاه برايبه آزما شدهمنتقل يهانمونهاستان سمنان انجام گرفت. 
 يسازقيرق يسر ١٠-٦نمک دوست، تا رقت  يهايباکتر يجداساز

 يجداساز ياست. برا مستقل و يفيک مطالعه شدند. نمونه
(گرم در براث نت يط کشت نوترينمک دوست، از مح يهايباکتر

آبه  ٧ ميزيمن ، سولفات٦/٣م يد کلسي، کلر٢م يد پتاسيکلر تر)يل
، ٠٢٦/٠م يد سدي، برم٧آبه  ٦م يزيمند ي، کلر٨١، نمک ٩,٧

 ١٠٠مربوطه در  يهانمونه. )١٥(استفاده شد  ٠٦/٠م يسد کربناتيب
 گرادسانتيدرجه  ٢٨ يدر دما نت براث،يکشت نوتر طيمح يسيس
قرار ساعت  ٧٢به مدت  rpm١٥٠ دار با دورکريش انکوباتور در

، يع نمکيط کشت مايدر مح کدورت رشد. پس از مشاهده گرفتند
 کشت يبا روش کشت خط نتينوترجامد کشت ط يدر مح هانمونه

 گرادسانتيدرجه  ٢٨ يساعت در دما ٧٢تا  ٤٨و به مدت  داده شده
  شدند. يگرماگذار



 ۱۴۰۲ مرداد، ۵، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
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  :سلولاز ميآنز تيفعال سنجش و ديتول يبررس
 سلولاز ميآنز ديتول يبررس يبرا مورداستفادهکشت  طيمح

گرم  ١، 4PO2KH گرم ٢، 3NaNO گرم ١، CMCگرم  ۵ يحاو
KCl ،4 گرم ٥/٠MgSO.، گرم آگار ١٥ .باشديمنمک  درصد ١٠ 

زه اضافه يونيتر آب مقطر ديک ليکشت بر  طيمح کردن جامد يبرا
 داده کشت موردنظر طيمح در نمک دوست يهايباکتر د.يگرد

 انکوبه گرادسانتي درجه ٢٨ يدما در ساعت ٤٨ مدت به و شدند
 ١/٠ کنکورد معرف هاآن به ونيانکوباس ساعت ٤٨ از بعد. شدند
 داده شستشو NaCl مولار ١ محلول با سپس و شد اضافه درصد
 ديتول دهندهنشان کشت طيمح اطراف در شفاف هاله جاديا. شدند

  .شد گرفته نظر در سلولاز ميآنز
  
  :نازيگلوتام ميآنز تيفعال سنجش و ديتول يبررس
 دوست نمک يهايباکتر ناز،يگلوتام ميآنز ديتول يبررس يبرا

گرم  ٥ ،4PO2KHگرم  ٣ ، 4HPO2Naگرم ٢ يحاو کشت طيمح در
glutamin-L ،4 گرم ٥/٠MgSO ،2 گرم ١٥/٠CaCl،گرم گلوگز ٢ 

 مقطر آب تريل کي بر NaCl درصد ١٠ همراه به گرم آگار ١٥و 
ط و يل کردن محيو استرد. پس از اتوکلاو يگرد اضافه زهيونيد

 هايباکتر، ييايمخصوص کشت باکتر يهاشيد يدر پتر يسازآماده
استوک  محلول يسيس ٥/٢ يکشت داده شدند. در مرحله بعد

 pH کاتورياند عنوانبه اتانول در به لو موليبرموت درصد ٣ شامل
 گرادسانتي درجه ٣٧ يدما در ساعت ٤٨ مدت به سپس و شد ختهير

 نازيگلوتام ديتول از نشان يکلن اطراف رنگ رييتغ جاديا. ديگرد انکوبه
 .دارد

  
  :تازيف ميآنز تيفعال سنجش د ويتول يبررس
گرم  ٣ يط کشت حاويتاز محيف ميآنز ديتول يبررس يبرا

)4SO2)4NH ،۵/۰  4گرمMgSO، ۵  گرمphytate-Ca، ۱/۰  گرم
2CaCl، ۰۱/۰ 4 گرمMnSO، ۱/۰  4گرمFeSO، ۱۰ و  گرم گلوگز

زه حل و يونيتر آب مقطر ديک ليکه در  ييايگرم آگار باکتر ۲۰
 به يباکتر يحاو کشت يهاطيمحده بود استفاده شد. يل گردياستر
 شفاف هاله وجود شدند. انکوبه درجه ٣٧ يدما در ساعت ٧٢ مدت

 يهايباکتر لهيوسبه تازيف ميآنز ديتول دهندهنشان ،يکلن اطراف در
  .است شده يجداساز نمک دوست

  
  :بتاگلوکاناز ميآنز تيفعال سنجش و ميآنز ديتول يبررس
 کشت طيمح از بتاگلوکاناز ميآنز ديتول ييتوانا يبررس منظوربه

LB Lysogeny broth ١،٣:١،٤( ننيلچ درصد ٠٢/٠ يحاو-B-

D-Glucan (شد استفاده بتاگلوکاناز ميآنز يسوبسترا عنوانبه .
گرم عصاره مخمر،  ٤ يحاو بتاگلوکاناز ميآنز مخصوص کشت طيمح

گرم  ٥/٠، 4MgSOگرم  ٣/٠گوشت،  گرم عصاره ٣ گرم مالت، ١٠
2CaCl ،4 گرم ١HPO2K  باشديمزه يونيتر آب مقطر ديک ليدر .

 درجه ٣٧ يدما در ساعت ٤٨ مدت حاصل به يهاط کشتيمح
 کنگورد معرف افزودن از پس شفاف هاله وجود. شدند انکوبه
 .است بتاگلوکاناز ميآنز ديتول در يباکتر ييتوانا دهندهنشان

  
 :هاميآنز يکيتيت کاتاليفعال يبررس
 pH در يميآنز واکنش ابتدا واکنش، طيشرا يسازنهيبه يبرا

 يموردبررس ١٠و  ٩، ٨، ٧، ٦، ٥، ٤شامل  يو باز يديمختلف اس يها
 بافر از يدياس يها pH ميتنظ يبرا هاشيآزما نيا در. گرفت قرار

 و مولار ١/٠ تراتيس ميسد يتر مولار و ١/٠ کيتريدسياس محلول
 pH ميتنظ يبرا و مولار ۱/۰ فسفات بافر از pH=٧ ميتنظ جهت

 .ديگرد استفاده مولار ١/٠س يبافرتر از ييايقل يها
 نمک دوست يهايباکتر از تريکروليم ٢٥٠ دما يبررس منظوربه

 تريکروليم ٥٠٠ هالوله از هرکدام به و شد ختهير آزمايش لوله ٥ در
 درصد ١ بتاگلوکان محلول از يسيس ١ و شدهنهيبه pH با بافر از

 درجه در ۴۰،۵۰،۶۰،۷۰، ۳۰ يدر دماها به هالوله سپس. شد اضافه
 هالوله ساعت کي از شدند. بعد گذاشته ساعت کي مدت به انکوباتور

-يد يسيس ١ لوله هر به و شدند برداشته انکوباتور از
 آب حمام در قهيدق ٥ مدت به و ديگرد اضافه ديک اسيليسيتروسالين

 نانومتر ٥٤٠ موجطول در هاآن جذب تيدرنها شدند. داده قرار جوش
  .شد خوانده
 

با  هايباکتر ١٦S rRNAقطعه ر يو تکث DNAاستخراج 
 :PCRاستفاده از 

 DNAت استخراج يبا استفاده از ک هايباکتر DNAاستخراج 
 ٢٥ ييمراز با حجم نهايپل يارهيزنجاژن انجام گرفت. واکنش يک
مولار  يليم ٤/٠، DNAتر يکروليبر م نانوگرم ١٠ يتر حاويکروليم

dNTP ،تر بافر يکروليم ٥/٢م، يزيد منيمولار کلر يليم ٢PCR  ١و 
 PCRد. واکنش يانجام گرد Taq DNA Polymerase ميواحد آنز

-’F: 5(  يعموم يمرهايبا روش استاندارد و با استفاده از پرا

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, R: 5’-

GACGGGCGGTGTGTACAA-3’ در دستگاه ترمال (
قه يدق ٥ ييط دماي) تحت شراEppendorf, Germanyکلر (يسا

چرخه  ٤٠گراد و ادامه يدرجه سانت ٩٤ يه در دمايواسرشت شدن اول
قه، يدق ١گراد به مدت يدرجه سانت ٩٤ ياشامل واسرشت در دم

ل شدن يه، طويثان ٣٠به مدت  گرادسانتيدرجه  ٤٥ ياتصال در دما
ل يطو تيدرنهاه و يثان ٩٠گراد به مدت يدرجه سانت ٧٢ يدر دما

قه انجام يدق ٥به مدت  گرادسانتيدرجه  ٧٢ يدر دما ييشدن نها
به شرکت  ين تواليير شده جهت تعي، قطعه تکثتيدرنها. )١٦(گرفت 
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 16SrRNAشده با  يابي يتوال يهاژن د.يست ارسال گرديتکاپوز
  مقابسه شد. NCBIمرجع موجود در 

  
 هاافتهي

 يهاميآنز دکنندهيتول يهايباکتر ييو شناسا يجداساز
  :نازيگلوتام و سلولاز ،گلوکاناز تاز،يف

 ييهاميآنزد يتول ييتوانا يمطالعه حاضرجهت بررس
انجام شد.  موردنظرنمک دوست  يهايباکتر يک بر رويتيدرولايه

از  يران، تعداديا يجدا شده از خاک مرکز يهفت باکتر از مجموع
 و سلولاز گلوکاناز، يهاميآنزد يتول ينمک دوست برا يهايباکتر

 ريج حاصل از تکثيبر اساس نتا هاجدايهن يمثبت بودند. ا نازيگلوتام
باز، با استفاده  جفت ١٥٠٠ يبيتقر ياندازها در ١٦ S rDNA قطعه
 يژن جهان يهاگاهيپادر  يکيو بلاست انفورمات ين تواليياز تع

)https://www.ncbi.nlm.nih.govبه ج يدند. نتايگرد يي) شناسا
شده در  يجداساز يهايباکترآمده مربوط به جنس و گونه  دست

  .اندشدهآورده  ١جدول 
  

 شده ينمک دوست جداساز يهايباکتر لهيوسبهک يتيدرولايه يهاميآنزد يتول ييج تواناي: نتا)١( جدول

  زولهيا  يگونه باکتر  نازيگلوتام گلوکاناز سلولاز تازيف

- + + + Bacillus subtillis D6A 

- - + - Bacillus subtillis DAR 

- - - - Halobacillus trueperi 6(2)A 

- - - - Virgibacillus halodentrificans 1NB 

- - - - Virgibacillus halodentrificans 2NB 

- - - - Bacillus hwajinpoensis 3NB 

- - - - Virgibacillus olivae D8B 
 

  :تازيم فيآنز دکنندهيتول يهايباکتر يجداساز
ط کشت مخصوص يدر مح يون باکتريساعت انکوباس ٤٨پس از 

د يتول ييجداشده از خاک توانا يباکتر ٢٠از  کدامهيچتاز، يم فيآنز
  نداشند.جاد هاله شفاف را يتازو ايم فيآنز

  
  :گلوکانازم يآنز دکنندهيتول يهايباکتر يجداساز

م يد آنزيکشت تولط يمحون در يساعت انکوباس ٤٨پس از 
، يمحل کشت باکتر يو اضافه نمودن محلول کنگورد بررو گلوکاناز

مثبت  ،دوست جدا شده نمک يباکتر ٢٠از مجموع  يباکتر ٢
 گلوکاناز،م يآنز دکنندهيتولدوست  نمک يهايباکترگزارش شد. 

  .بودند Bacillus subtillis متعلق به جنس و گونه
  

  :سلولازم يآنز دکنندهيتول يهايباکتر يجداساز
ط يمحدر  درجه ٣٠ يون در دمايساعت انکوباس ٤٨پس از 

محل  يو اضافه نمودن محلول کنگورد بررو سلولازم يد آنزيکشت تول
از  يباکتر ١ ک مولار،يم يد سديو شستشو با کلر يکشت باکتر

. نشان داد مثبت جهينت دوست جدا شده نمک يباکتر ٢٠مجموع 
متعلق به جنس  سلولاز،م يآنز دکنندهيتولدوست  نمک يباکترن يا

  .بود Bacillus subtillis و گونه
   

  :نازيگلوتامم يآنز دکنندهيتول يهايباکتر يجداساز
م يد آنزيکشت تولط يمحون، در يساعت انکوباس ٤٨پس از 

ش به يمورد آزما يهايباکتر يهايکلنر رنگ اطراف ييتغ نازيگلوتام
 يباکتر ٢٠از مجموع  يک باکتريد و تنها در يگرد يدقت بررس

 نمک يمثبت گزارش شد. باکترجه ينتدوست جدا شده،  نمک
 متعلق به جنس و گونه نازيگلوتامم يآنز دکنندهيتولدوست 

Bacillus subtillis بود.  
  

  :سلولازم يت آنزيبر فعالو دما  pH ريتأث
قرار گرفت و  يموردبررس سلولازم يبر عملکرد آنز pH ريتأث

شد.  يرياندازه گ ٥٤٠ nm موجطولدر  ينورزان جذب يسپس م
جدا شده از  سلولازم يت آنزيفعال ينه برايبه pHج نشان داد ينتا

ج حاصل از ين نتاياست. همچن pH ٨ ،نمک دوست يهايباکتر
جداشده از  سلولازم يت آنزيآمده بر فعال به دست يهايبررس
ت يفعال ين دما براينمک دوست، نشان دادند که بهتر يهايباکتر

 .است گرادسانتيدرجه  ٤٠ ه جداشدهيدر سو سلولازم يآنز
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  D6Aه يم سلولاز از سويت آنزيفعال يبر روو دما  pH ريتأث :)١( شکل
 

  :م سلولازيآنز يداريو دما بر پا pH ريتأث
 يداريپا يدما بر رو ريتأثآمده از مطالعه  به دستج يبر اساس نتا

 ين دما براينمک دوست، بهتر يهايباکترجداشده از  سلولازم يآنز

بود.  گرادسانتيدرجه  ٦٠ه جداشده يدر سو سلولازم يت آنزيفعال
 به دست pH ٨ م مذکور،يآنز يداريپا يرو بر نهيبه pH نيهمچن

  آمد.

  D6Aه يم سلولاز از سويآنز يداريپا يو دما بر رو pH ريتأث: )۲( شکل
  

  
  :نازيگلوتامم يت آنزيو دما بر فعال pH ريتأث

قرار گرفت و  يموردبررس نازيگلوتامم يبر عملکرد آنز pH ريتأث
شد.  يرياندازه گ ٤٨٠ nm موجطولدر  يزان جذب نوريسپس م

جدا شده از  نازيگلوتامم يت آنزيفعال ينه برايبه pHداد ج نشان ينتا
به ج ين بر اساس نتايهمچن است. pH ٨نمک دوست،  يهايباکتر
 جداشده، هيسو در سلولاز ميآنز تيفعال يبرا دما نيآمده، بهتر دست

  در نظر گرفته شد. گرادسانتي درجه ٤٠

              D6Aه يناز از سويم گلوتاميآنز تيفعال يدما بر رو و pH ريتأث): ۳شکل ( 
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  :نازيم گلوتاميآنز يداريپا يو دما بررو pH ريتأث

جداشده از  نازيگلوتامم يآنز يداريپا يو دما بر رو pH ريتأث
ج حاصله نشان يقرار گرفت نتا يموردبررس نمک دوست يهايباکتر

ه جداشده، يدر سو نازيگلوتامم يت آنزيفعال ينه برايبه pHداد که 
٨ pH جداشده، هيسو در نازيگلوتام ميآنز تيفعال يبرا نهيبه يدما و 

  بود. گرادسانتي درجه ٦٠

 D6Aه يسوناز از يم گلوتاميآنز يداريپا يو دما بر رو pH ريتأث): ۴شکل ( 
  

  
  :بتاگلوکانازم يت آنزيو دما بر فعال pH ريتأث

 نمک يهايباکتره جداشده از يج حاصله، دو سويبر طبق نتا
م يد آنزيت توليقابل Dar هيو سو D6A هيسوشامل  دوست،

م يبر عملکرد آنز pH ريتأث يبتاگلوکاناز را نشان دادند. در بررس

 ينه برايبه pHد که يه، مشخص گردين دو سويا يبر رو بتاگلوکاناز
 يبرا دما نيبهتر و ٩pH ،D6Aه يبتاگلوکاناز در سوم يت آنزيفعال
ه يسو يج براي. نتاباشديم گرادسانتي درجه ٥٠ مين آنزيا تيفعال

Dar که  بين ترتيبد ،ديگزارش گرد يه قبليز مشابه با سوينpH 
 د.يثبت گرد گرادسانتيدرجه  ٥٠نه يبه يو دما pH ٩برابر با  نهيبه

  

  D6Aه يدر سو بتاگلوکانازم يت آنزيو دما بر فعال pH ريتأث): ۵شکل (

    Darه يدر سو بتاگلوکانازم يت آنزيو دما بر فعال pH ريتأث): ۶شکل (
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  بحث

ن، همچون يو فوق اشباع از نمک در سراسر کره زم يمناطق نمک
 ين مناطق نمکيا معادن نمک وجود دارند. اينمک و  يهااچهيدر

. کننديمفراهم  يستن موجودات عاديز يار سخت برايط بسيشرا
از  يشامل گروه هاسميکروارگانيماز  يست که تعدادين در حاليا

ط دشوار را ين شرايستن در ايت زيقابل، هايباکتر يو آرک هايباکتر
ن يد شده توسط ايک توليتيدرولايه يهاميآنزدارند. 

شامل مقاومت به  يات منحصر به فرديخصوص هاسميکروارگانيم
  .)١٧( دهنديمره را از خود نشان ي، دما و غيشور

در صنعت  مهم باتيترک ازجمله کيتيدرولايه يهاميآنز
 داتيتول رياخ يهاسال در که رونديمبه شمار  يو پزشک يداروساز

حاضر  حال در. است گرفته قرار توجه ار مورديبس هاآن يکروبيم
 کمک به ن صنعتيا در استفاده مورد يهاميآنز کل درصد ٨٠ ديتول
 ده است که اکثري. مشخص گردرديگيم صورت هاسميکروارگانيم

 از تريکاربرد هاسميکروارگانيم توسط شده ديتول يهاميآنز
 امر نيا که باشنديم واناتيح و اهانيگ توسط شده مشتق يهاميآنز
 در سهولت بالا، بازده ،يکيکاتال تيفعال تنوع علت به توانديم

 در سميکروارگانيم عيسر رشد و منظم فراورده ،يکيژنت يدستکار
  .)۱۹, ۱۸( باشد نهيهز کم يهاطيمح

 ييايميش و يکيزيف طيشرا تحت معمولاً يصنعت يندهايفرا
 نهيبه و مطلوب يصنعت يهاميآنز تيفعال يبرا که شونديم انجام

 را خود تيفعال نهيبه بتوانند که ييهاميآنز ليدل نيهم به ستند،ين
 ييبالا اريبس تيدهند، ازاهم نشان نمک و دما ازنظر دشوار طيشرا در

 ييهاميآنز نيچن منبع دوست نمک يهايباکتر .باشنديمبرخوردار 
 ،هاسميکروارگانيم نيا از آمده به دست يهاميآنز قتيحق در هستند،

 هاآن از ياريبس بلکه ،کننديم تحمل را نمک يبالا غلظت تنها نه
 نمک يهايباکتر ييشناسا .باشنديم ترمتحمل زين حرارت به نسبت
 دارند، يسلول خارج يهاميآنز ديتول در ياژهيو ييتوانا که يدوست

آورد که  به دست ييهاميآنز بتوان که کنديمرا فراهم  امکان نيا
باشند  داشته بالا يدماها و نمک مختلف يهاغلظت نه دريت بهيفعال

نمک  يهايباکتر که مهم کيتيدرولايه يهاميآنز ازجمله. )٢٠(
 کاربرد که است بتاگلوکاناز ميآنز دارند را هاآن ديتول ييتوانا دوست

 ييو دارو يخوراک عيصنا و ييغذا عيصنا ،يساز کاغذ در ياگسترده
  .)۲۱( دارد

 ينمک خاک از دوست نمک يهايباکتر قيتحق نيا در
 تاز،يف يهاميآنز ديتول و شد يجداساز رانيا يمرکز فلات يهاابانيب

 ريتأث سپس شد، يبررس هاآن يرو بر و بتاگلوکاناز نازيگلوتام سلولاز،
  .قرار گرفت يابيارز مورد هاميآنز نيا يرو pH و دما

چکدام از ينشان داد که ه شده، انجام ج حاصل از پژوهشينتا
 ميآنز ديتول ييتوانا نمک دوست، يهايباکتر جدا شده از يهاهيسو

 ديه قادر به تولين سويست که چندين در حاليا را ندارند. تازيف
  بودند. بتاگلوکاناز ناز ويسلولاز، گلوتام يهاميآنز

 لهيوسبه شده ديتول بتاگلوکاناز ميآنز يکيتيکاتال تيفعال يبررس
-β-1,3-1,4 دکنندهيتول ژن نگيکلون ،Bacillus subtilis يباکتر

glucanase يباکتر از Bacillus licheniformis (CGMCC 

 يباکتر لهيوسبه بتاگلوکوناز ميآنز اتيخصوص يبررس ،(0635
Bacillus subtilis (GN156) لهيوسبه بتاگلوکاناز ميآنز ديتول و 

Bacillus halodurans C-125 بر که است ييهاپژوهش ازجمله 
ده يگرد انجام بتاگلوکاناز ميآنز دکنندهيتول يهاسميکروارگانيم يرو

 Bacillus ينسب دوست نمک يهايباکتر در که يپژوهش است. در

sp. L1 منطقه از Yuncheng نيا بود، شده يجداساز نيچ کشور 
 شده ديتول سلولاز ميآنز. داشت را سلولاز ميآنز ديتول ييتوانا يباکتر
 ۶۰ تيفعال يدما نيبهتر و ۸ ميآنز نيا تيفعال يبرا pH نيبهتر

 آن يداريپا يدما نيبهتر نيهمچن و آمد دست به گرادسانتي درجه
 ۷-۹ ميآنز يداريپا يبرا pH نيبهتر و گرادسانتي درجه ۳۰-۸۰ در

 دوست نمک يهايباکتر يرو بر که يپژوهش در .)۲۲بود (

Gracilibacillus sp. SK1 اچهيدر خاک از شده جدا 

Yuncheng شده يجداساز نمکدوست يهايباکتر شد، انجام 
 نيبهتر. داشتند را ييايقل طيشرا به مقاوم سلولاز ميآنز ديتول ييتوانا

pH و ۸ يباکتر نيا لهيوسبه شده ديتول سلولاز ميآنز تيفعال يبرا 
 رنج در ميآنز نيا. بود گرادسانتي درجه ۶۰ تشيفعال يدما نيبهتر
 ).۲۳بود ( داريپا pH 10-6 و گرادسانتي درجه ۴۰-۷۰ ييدما

 از نازيگلوتام ميآنز دکنندهيتول يباکتر که يپژوهش در

Gangotri Region نيبهتر بود، شده يجداساز pH تيفعال يبرا 
 نيهمچن. بود ٧٠ تيفعال يدما نيبهتر و ١١ شده يجداساز ميآنز

 ٥٠ آن يداريپا يدما يبهتر و ٨-١١ ميآنز يداريپا pH يبهتر
 خانواده به متعلق شده يجداساز يباکتر. بود گرادسانتي درجه

Bacillus ) يباکتر يپژوهش در ).٢٤بود Lactobacillus 

rhamnosus ميآنز نيا که داشت نازيگلوتام ميآنز ديتول ييتوانا 
 ميآنز تيفعال يبرا pH نيبهتر. بود دما و ينمک طيشرا به مقاوم
 درجه ٥٠ تيفعال يدما نيبهتر و ٧ شده يجداساز نازيگلوتام
 نمکدوست يباکتر حاضر پژوهش در ).٢٥بود ( گرادسانتي

 که بود Bacillus خانواده به متعلق نازيگلوتام ميآنز دکنندهيتول
 نيا لهيوسبه شده ديتول نازيگلوتام ميآنز تيفعال يبرا pH نيبهتر
 و بود گرادسانتي درجه ٥٠ تشيفعال يدما نيبهتر و ٨ يباکتر

 و گرادسانتي درجه ٦٠ در آن يداريپا يدما نيبهتر نيهمچن
 يباکتر حاضر پژوهش در .بود ٨ ميآنز يداريپا يبرا pH نيبهتر
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 Bacillus خانواده به متعلق نازيگلوتام ميآنز دکنندهيتول نمکدوست
 لهيوسبه شده ديتول نازيگلوتام ميآنز تيفعال يبرا pH نيبهتر که بود

 و بود گرادسانتي درجه ٥٠ تشيفعال يدما نيبهتر و ٨ يباکتر نيا
 و گرادسانتي درجه ٦٠ در آن يداريپا يدما نيبهتر نيهمچن
  .بود ٨ ميآنز يداريپا يبرا pH نيبهتر

 سال در همکارانش و پهلوان ده شعله لهيوسبه که يپژوهش در
 اتباغ لوسفريف از B5d سيسوبتل لوسيباس يباکتر شد، انجام ١٣٩٥

 بتاگلوکوناز ميآنز ديتول که شد يجداساز کرمان استان بيس
 داده نشان پژوهش نيا در .شد يبررس ١٣٩٥ سال در آن لهيوسبه
 درجه ٥٠ يدما در بتاگلوکوناز ميآنز يکيتيکاتال تيفعال نيشتريب که

  ).٢٦( است بوده ٦ آن يبرا pH نيبهتر و گرادسانتي

 همکارانش و Gilvan Pessoa Furtado توسط که يپژوهش در
 شد انجام Bacillus subtilis 168 يباکتر يرو بر ٢٠١١ سال در

 يدما رد بتاگلوکوناز ميآنز يکيتيکاتال تيفعال نيبهتر که داد نشان
 است ٦ آن يکيتيکاتال تيفعال pH نيبهتر و گرادسانتي درجه ٥٠

 سال در همکارانش و Da Teng لهيوسبه که يپژوهش در ).٢٧(
 Bacillus از β-1,3-1,4-glucanase ميآنز ديتول يرو بر ٢٠٠٦

licheniformis EGW039 (CGMCC 0635) که شد، انجام 
-β-1,3-1,4 ميآنز يکيتيکاتال تيفعال يدما نيبهتر جينتا

glucanase 40 يبهتر و گرادسانتي درجه pH تيفعال يبرا 
 ٢٠٠٦ سال در که يپژوهش ). در٢٨بود ( ٦/٥ ميآنز نيا يکيتيکاتال

 Jirawan لهيوسبه Bacillus subtilis GN156 يباکتر يرو بر

Apiraksakorn ميآنز يکيتيکاتال تيفعال همکارانش و β-1,3-1,4-

glucanase يکيتيکاتال تيفعال يدما نيبهتر داد نشان شده يبررس 
 pH يبهتر و گرادسانتي درجه β-1,3-1,4-glucanase 65 ميآنز
 نجمپ پژوهش ). در٢٩بود ( ٧ ميآنز نيا يکيتيکاتال تيفعال يبرا

Masatake Akita يباکتر يرو بر ٢٠٠٥ سال در همکارانش و 
Bacillus halodurans C-125 که يباکتر نيا که شد داده نشان 

 تيفعال يدما نيبهتر دارد، بتاگلوکوناز ميآنز ديتول ييتوانا
  ).٣٠بود ( pH 6 نيبهتر و گرادسانتي درجه ٦٠ آن يکيتيکاتال

 لهيوسبه شده ديتول بتاگلوکاناز ميآنز که داد نشان جينتا نيا
 يکيتيکاتال تيفعال نيبهتر شده، يجداساز دوست نمک يهايباکتر

 ارزشمند اريبس توانديم که دهنديمنشان  ييايقل pH خود را در
 دادن انجام ييتوانا بتاگلوکاناز ميآنز سخت، طيشرا در رايز باشد
جهت  يخاک منبع مهمد يترد يب .دارد را عملکردش نيبهتر

است.  يصنعت يهاميآنز دکنندهيتول يهاسميکروارگانيم يجداساز
است. با  يار غنيمنابع بس ي، دارايميکشور ما با توجه به تنوع اقل

 يهاميآنز دکنندهيتولبرتر  يبوم يهاهيسو ييو شناسا يجداساز

 يجهت بوم توانيم، يستيز يمهندس يهاروشو اعمال  يصنعت
و  يع داروسازيدر صنا يگام موثر هاميآنزن يا يسازنهيبهو  يساز

 يران معرفيا يمختلف بوم يهاگونهن مطالعه يبرداشت. در ا يپزشک
 يبوم يهايباکتر ييشناسا و يبررس که است محرز کاملاًشدند. 
 يکيژنت ريذخا عنوانبهبکر،  و يافتنين دست مناطق در خصوصاً
 بود. خواهد تياهم حائز اريبس ،نمانيسرزم يمل ثروت کشور و
  

 گيرينتيجه
نمک  يهايباکتر که کرد مشخص قيحاصل از تحق جينتا
 ييتوانا رانيا مرکز ينمک يهاابانيب از خاک شده يجداساز دوست

سلولاز و  ،نازيگلوتام همچون کيتيدرولايه يهاميآنز ديتول
 ييهامينزآ ديجهت تول يمناسب منبع تواننديم دارند و را بتاگلوکاناز

 يبرا که باشند يشور به مقاومت ،مانند فرد به منحصر خواص با
ه مورد استفاد يصنعت يداروساز خصوصاً يپژوهش و يصنعت يکارها
 نهيبه طيشرا به يابيدست جهت شتريب قاتيتحق نيبنابرا رند.يقرار گ

 ازيدنمور مذکور، يهاجدايه توسط هاميآنز نيا يساز يتجار و ديتول
 .گردديم هيتوص و بوده

  
  يقدردانتشکر و 

دانشکده  يعموم يدکتر يانامه هاين مقاله مستخرج از پايا
، ٤٠٢٣ يهااننامه يز با شماره پايتبر يدانشگاه علوم پزشک يداروساز
  .است ٤٠١٨
  

  يملاحظات اخلاق
 يانسان اي يجانور يهانمونه ين مطالعه بر روينکه ايبا توجه به ا

ش ن پژوهيمربوطه در ا يلذا ملاحظات اخلاقافته است، يانجام ن
  ت ندارد.يموضوع
  

  يمنابع مال
  .افته استيسنده مسئول انجام ينو يمال نهين پژوهش با هزيا

  
  متقابل منابع

ن يا ا انتشاري فيتألاز  يکه منافع متقابل دارديماظهار  مؤلف
  مقاله ندارد.

  
  مولفان مشارکت

را برعهده داشتند. آ.د ج مطالعه يل نتايهمکاران اجرا و تحل
 دييتأآن را مطالعه و  يينموده و نسخه نها فيتألن مقاله را يهمچن

  نموده است.
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Abstract 
Background & Aim: Today, attention has been paid to the enzymes of halophilic microorganisms and 
their biotechnological applications. One of the most important applications of halophilic 
microorganisms is their use in the production of hydrolytic enzymes that can perform reactions in harsh 
conditions. This study was conducted to isolate halophilic bacteria producing phytase, glucanase, 
cellulase and glutaminase from the saline soil of Semnan province, Iran. 
Materials & Methods: In this research study, samples were taken from the saline soil of Haj Aligholi 
and Biyarajmand in Semnan province, Iran. First, isolated halophilic bacteria were cultured and screened 
for producing hydrolytic enzymes including phytase, cellulose, glutaminase, and beta-glucanases using 
enzyme-specific media. The enzymatic activities of the bacteria were then determined based on the 
formation of a clear halo or the formation of sediment around the colonies after adding the relevant 
reagents. Afterward, enzyme-positive isolates were identified using 16S rRNA gene sequencing 
analysis. Finally, the best activity and stability of the enzymes produced at different pH and temperatures 
were investigated. 
Results: Results showed that the isolated halophilic bacteria were able to produce hydrolytic enzymes. 
The halophilic bacteria producing cellulose, glutaminase, and beta-glucanase enzymes belong to the 
Bacillus genus. The optimum pH and temperature for the highest activity of cellulase were 8 and 40 °C, 
respectively, and the enzyme stability occurred in pH= 8 at 60 °C. In addition, the optimal activity of 
glutaminase occurred at pH= 8 and 50 °C, and the best pH and temperature for glutaminase stability were 
8 and 60 °C, respectively. Halophilic bacteria that produce beta-glucanase showed favorable growth at 
pH=9 and 50°C. 
Conclusion: The results of the study showed that the bacteria isolated from the soil are of the genus 
Bacillus which can produce all three enzymes, beta-glucanase, cellulose, and glutaminase, and can be 
good sources for the production of enzymes necessary for research and industrial work. 
Keywords: Bacillus, Beta-glucanases, Cellulase, Glutaminase, Halophilic Bacteria, Phytase 
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