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 1400 فروردینتاریخ پذیرش:  1399 دیتاریخ دریافت: 

 چکیده
های آلوده به روغن دریاچه نمک ارومیه های اکتینوباکتر تولید کننده لیپاز از محلدر این مطالعه گونه

های اکتینوباکتر به منظور تعیین فعالیت لیپازی با استفاده از دو سوبسترای لیپیدی جدا شدند. تمام سویه

Tween-20  مورد بررسی قرار گرفتند. پس از استخراج روغن زیتون وDNA، های جدا شده با بررسی سویه

، LUG03 ،LUS05 ،LUG09شناسایی شدند. شش گونه اکتینوباکتر نمک دوست با عناوین  16S rRNAژن 

LUN15 ،LUG21  وLUB22  از از رسوبات نمک دریاچه ارومیه )بندر شرفخانه( جدا شد که چهار گونه

دارای بیشترین فعالیت لیپولیتیک بود.  LUS05سویه از این میان یپولیتیک مناسبی داشتند و فعالیت لها آن

، .Streptomyces spهای ها متعلق به گونهمشخص کرد که جدایه 16S rRNAتعیین توالی ژن 

Nocardiopsis sp. ،Glutamicibacter sp.  وBrachybacterium sp. بودند. 
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مقدمه

آلودگی روغنی یکی از مشکلات رایج در 

کشورهای توسعه یافته و صنعتی است. از منابع 

توان به نشت پساب عمده آلودگی روغن می

های صنعتی، کارخانجات فرآوری روغنی فاضلاب

های لبنیات اشاره کرد کارخانهروغن گیاهی و 

ای مانند که علاوه بر ایجاد مشکلات پیچیده

رسانی و های آبگرفتگی و مسدود شدن شبکه

های فاضلاب، سهم بسزایی در آلودگی لوله

محیط زیست دارند. اگرچه استفاده از 

محیط زیست و  سازگار با هایتکنولوژی

ر تواند در امهای با صرفه اقتصادی میسیستم

حذف و تجزیه آلودگی روغنی موثر باشد 

(Gopinath et al., 2013 ،با این حال ،)

متعددی از جمله ویژگی محلی که های شاخص

 pHو  دهد، دماآلودگی روغن در آن رخ می

محیط و همچنین میزان مشارکت میکروبی در 

حذف این آلودگی نقش دارند. با توجه به حضور 

ها در ها و قارچای از باکتریتنوع گسترده

های های آلوده به روغن، یکی از روشمحیط

مطلوب برای حذف آلودگی روغنی تجزیه 

 Jensen, 1975; Essien et)است میکروبی 

al., 2000 .) 

گرم  ایرشته هایباکتری هاباکتراکتینو

 هستندخود  DNAبالا در  G+Cمثبت با میزان 

در ها ترین گروه از میکروارگانیسمکه گسترده

 ,.Jenifer et alروند )طبیعت به شمار می

 وجود بر مبنی متعددی های(. گزارش2013

 از گوناگون پرنمک هایمحیط در اکتینوباکترها

، نمک استخراج نمکی، معادن هایدریاچه جمله

 وجود قلیایی نمکی هایزیستگاه و دریا رسوبات

های اخیر مطالعه در سالبه طوری که . دارد

یا  نمک دوستهای باکتراکتینوفیزیولوژی 

را در  ژوهشگرانپتحمل کننده نمک توجه 

 Phillipsاست ) سراسر دنیا به خود جلب کرده

et al., 2012; Jose and Jebakumar, 

ها به میزان زیادی با غلظت بالای آن (.2014

NaCl و pH  این امر سازگار هستند که قلیایی

، رزشمندصنعتی ا هایآنزیمتولید  اب باعث شده

 و زیستی تجزیه فرایند در کاتالیزور عنوان به

 ,Orenعمل کنند )دیگر  بیوسنتزی فرایندهای

2010; Jenifer et al., 2013.)  در میان

 Streptomycesهای جنس اکتینوباکترها گونه

های متعدد از جمله به دلیل توانایی تولید آنزیم

گزیلاناز و پروتئاز، آمیلاز، لیپاز، پکتیناز، سلولاز، 

های بسیار مفیدی در گلوتامیناز، میکروارگانیسم

,.Al-Dhabi et alروند )صنعت به شمار می  

2020.) 
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های ترشح شده ترین آنزیممیکی از مرسو

خارج سلولی توسط اکتینوباکترهای نمک 

های روغنی، لیپاز است. دوست ساکن در محیط

آسیل گلیسرول آسیل هیدرولازها لیپازها یا تری

(E.C.3.1.1.3) هایی هستند که هیدرولیز آنزیم

ها به ها و روغنپیوندهای استری را در چربی

کنند گلیسرول و اسیدهای چرب آزاد کاتالیز می

(Hasan et al., 2006; Treichel et al.,  

 یهای کاتالیزتوانایی لیپازها در واکنش (.2010

ز سوبستراها بدون اضافه کردن در دامنه وسیعی ا

ها در کوفاکتورهای گران قیمت و پایداری آن

 هاکه این آنزیماست های آلی سبب شده حلال

های تجاری به عنوان سومین گروه بزرگ آنزیم

. به شمار آیندبعد از پروتئاز و کربوهیدرازها 

، ییع غذاایلیپازها که به طور مرسوم در صن

پزشکی و همچنین مواد های صنعت کاغذ، زمینه

گیرند، توسط شوینده مورد استفاده قرار می

، گیاهان، جانورانهای مختلفی از گونه

شوند ها تولید میها، مخمرها و قارچباکتری

(Hasan et al., 2006; Nagarajan, 2012.)  

با این حال، لیپاز جدا شده از اکتینوباکترهای 

       نمک دوست به دلیل فعالیت بهینه در 

 ای مورد توجه شرایط قلیایی به طور ویژه

. به دلیل کاربردهای متنوع لیپازها در هستند

بیوتکنولوژی، تقاضا برای غربالگری و شناسایی 

اکتینوباکترهای لیپولیتیک با توانایی بالا در 

 های روغنی ادامه دارد.تجزیه زیستی پساب

مناطق بکر با میزان نمک زیاد، مناطقی با 

های دریایی، ط بسیار نزدیک به محیطشرای

         و  pHمناطق با سطح افزایش یافته 

برای جداسازی  یهای مناسباکسیژن کم، محل

 Arasuاکتینوباکترهای نمک دوست هستند )

et al., 2016 از این رو در این مطالعه سه .)

سواحل غربی دریاچه ارومیه )بندر  ناحیه در

شناسایی  شرفخانه( برای غربالگری و

اکتینوباکترهای نمک دوست با توانایی تولید 

د که دارای رسوبات لجنی ش آنزیم لیپاز انتخاب

 آغشته به روغن بودند.

 

 هاروش و مواد

 برداریمحل نمونه

و               N ʹ32 °37) ارومیه نمک دریاچه

E ʹ43 °45) از ایران، یکی غربی شمال در 

 در شور فوق دائمی هایدریاچه ترینبزرگ

 220حدود  در آن شوری متوسط جهان است که

 و محل به شرایط گرم در لیتر بسته  300  تا

 جداسازی به منظور. است متفاوت زمان

رسوبات آغشته به  نمک دوست، اکتینوباکترهای

سواحل شمال  در ناحیه سه پساب روغنی از

           و از ارومیه )بندر شرفخانه( دریاچه شرقی
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 استریل ظروف در متریسانتی 10-20عمق 

 آزمایشگاه به انتقال از پس و شد آوریجمع

های آزمایش بلافاصلهمرکزی دانشگاه ارومیه، 

شد  انجام اکتینوباکترها جداسازی به مربوط

 با بردارینمونه هایمحل (. مختصات1)جدول 

های بررسی مولفه و ثبت شد GPSاز  استفاده

 هایها بر اساس روشفیزیکوشیمیایی نمونه

آب و فاضلاب انجام شد  استاندارد آزمایش

(Baird et al., 2017 .)های دما وشاخص pH 

 از استفاده گیری باها در محل نمونهنمونه

 (، آلمانHach) متر قابل حمل pH و دماسنج

سنجش (. Lee et al., 2014) گیری شداندازه

کلر به کربنات، سدیم، کلسیم، منزیم و بی میزان

و بررسی سولفات با استفاده از  اسیونروش تیتر

، DR 2000 ،Hach) دستگاه اسپکتروفتومتر

 .انجام شد (لمانآ

  جداسازی اکتینوباکترها از رسوبات روغنی

 دریاچه نمک ارومیه

اکتینوباکترها به این  انتخابی جداسازی

 هر از گرم صورت انجام شد که در ابتدا یک

به  فیزیولوژی نمکلیتر میلی 9 در رسوب نمونه

درجه  60 دمای در و شد طور کامل حل

د شانکوبه  دقیقه 10 مدت به گرادسانتی

(Abdelfattah et al., 2016.) تهیه  از بعد

در  رقت هر لیتر ازمیلی 1/0سریالی،  رقت

SCB (Starch Casein Broth )مایع  محیط

گرم در لیتر،  10نشاسته محلول )با ترکیبات 

گرم  2گرم در لیتر، نیترات پتاسیم  3/0کازیین 

گرم در لیتر،  05/0آبه  7در لیتر، سولفید منیزیم 

گرم در لیتر،  2فسفات   پتاسیم هیدروژندی

 گرم در لیتر، سولفید آهن 02/0کربنات کلسیم 

 درصد روغن 1گرم در لیتر( حاوی  01/0آبه  7

 

)قسمت شمال  حل بندر شرفخانهوابرداری از سه ناحیه مختلف در سعات مربوط به نمونهلاطا :1 جدول

 شرقی دریاچه ارومیه(

 برداریهای نمونهمحل مختصات محل هاویژگی نمونه (cm) برداریعمق نمونه

 Sh1بندر شرفخانه  38º10ʹ09ʹʹ N   45º26ʹ08ʹʹ E لجن سیاه  15

 Sh1بندر شرفخانه  38º10ʹ09ʹʹ N   45º26ʹ08ʹʹ E لجن سیاه  18

 Sh2بندر شرفخانه  38º08ʹ22ʹʹ N   45º25ʹ37ʹʹ E رسوب چسبناک  10

 Sh2بندر شرفخانه  38º08ʹ22ʹʹ N   45º25ʹ37ʹʹ E رسوب چسبناک  10

 Sh3بندر شرفخانه  38º10ʹ24ʹʹ N   45º27ʹ18ʹʹ E لجن سیاه چسبناک  10
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در انکوباتور شیکردار  و زیتون تلقیح شد

(Memmertبه )روز در  5-14مدت  ، آلمان

 انکوبه شد. گراددرجه سانتی 30 دمای

های غنی پس از طی دوره انکوباسیون کشت

های تک بر روی شده به منظور جداسازی کلنی

آگار منتقل  درصد 5/1حاوی  SCAمحیط 

 ,.Malviya et al., 2014; Das et alشدند )

2018; Palla et al., 2018.)  لازم به ذکر   

های است به منظور جداسازی، بررسی ویژگی

های فیزیولوژیکی و ارزیابی آنزیم لیپاز سویه

به تمام  NaClدرصد  5/1اکتینوباکتر، 

 د.شهای کشت افزوده محیط

 

 شناسایی اکتینوباکترهای تولید کننده لیپاز

 اکتینوباکتر،های پس از رشد خالص جدایه

و دمای  SCBمحیط لیتر میلی 10 ها درباکتری

ساعت در  24گراد به مدت درجه سانتی 30

rpm200 ها با استفاده انکوبه شدند. سپس کلنی

آمیزی گرم و میکروسکوپ نوری از کیت رنگ

(CW43 ،Olympusبررسی شدند. ، ژاپن )

سرعت مانند ها سویهشناختی ریختهای ویژگی

رشد، رنگ میسیلیوم و تشکیل پیگمان بر روی 

 R2A(، ، ایتالیاIbresco) ISP-2چهار محیط 

Agar (Merckآلمان ،،) NA (Merck،          

مورد مطالعه و مقایسه قرار  SCA و (آلمان

 Claverias et al., 2015; Palla etگرفتند )

al., 2018.) شناسایی اکتینوباکترها  برای

اکسیداز، مانند ها یوشیمیایی سویهب هایویژگی

آز، هیدرولیز کازئین اندول، سیترات، اوره کاتالاز،

و نشاسته و همین طور استفاده از منبع کربن 

)گلوکز، گالاکتوز، لاکتوز، سوکروز( مورد ارزیابی 

. رشد بهینه اکتینوباکترها در ندقرار گرفت

 با حد 5-12)محدوده  pHهای مختلف دامنه

 0-25)محدوده   NaCl( و pHفاصل یک واحد 

محیط  از استفاده ( بادرصد 2فاصل  با حد درصد

Tryptic Soy Broth (TSB مشخص )د ش

(Lee et al., 2014; Law et al., 2017.) 

 

ها غربالگری تولید لیپاز میکروبی توسط جدایه

 با استفاده از سوبستراهای مختلف

های خالص اکتینوباکترها غربالگری کلنی

در تولید آنزیم لیپاز با  هاآنبرای بررسی توانایی 

-Tweenاستفاده از محیط جامد و سوبستراهای 

به همراه فنل رد انجام شد.  روغن زیتونو  20

این روش غربالگری به دلیل دشواری تعیین 

 شدانتخاب  ی دیگرهاروش بافعالیت لیپولیتیک 

ه بر اساس ارزیابی و فعالیت آنزیمی مربوط

چشمی و سنجش تشکیل رسوب یا تغییر رنگ 

در اطراف کلنی روی سطح آگار شناسایی شد 

(Oren, 2010; Lee et al., 2014 .) 
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ی آنزیم لیپولیتیک با استفاده از روش بررس

 رد آگارروغن زیتون و فنل

 (Phenol Red Agar) محیط فنل رد آگار

روغن (، W/Vدرصد،  1/0رد )فنل با ترکیبات

 1/0) کلرید کلسیم ،(V/Vدرصد،  1/0زیتون )

تهیه ( W/Vدرصد،  2آگار ) و( W/Vدرصد، 

د. این روش بر این اصل استوار است که کاهش ش

به سمت اسیدی شدن  3/7از  pHاندک در 

شود. منجر به تغییر رنگ از قرمز به زرد می

افزایش اسیدیته در نتیجه آزاد شدن اسیدهای 

های . نمونهاستچرب به دنبال لیپولیز 

رد حاوی های فنلاکتینوباکتر در پلیت

 48کشت و به مدت روغن زیتون سوبسترای 

گراد انکوبه درجه سانتی 30ساعت در دمای 

های تولید کننده لیپاز تغییر در شدند. در سویه

مز به زرد به عنوان رنگ محیط کشت از قر

شاخصی برای فعالیت لیپاز در نظر گرفته شد 

(Singh et al., 2006; Lee et al., 2014; 

Ramnath et al., 2017.)  

 

روش بررسی آنزیم لیپولیتیک با استفاده از 

Tween-20 Agar  
ایجاد رسوب با استفاده از  شیآزما

برای تایید فعالیت  Tween 20سوبسترای 

د. در این روش از محیط شلیپولیتیک انجام 

 NaCl ،(W/Vدرصد،  1پپتون )کشت حاوی 

 O2H.22CaCl (01/0 ،(W/Vدرصد،  5/1)

 ( V/Vدرصد،  1) W/V)، Tween-20درصد، 

طبق توصیف ( W/Vدرصد،  2آگار ) و

Ramnath  استفاده شد. ( 2017)و همکارانش

این روش بر اساس رسوب نمک کلسیم استوار 

منجر به آزاد شدن  Tweenاست. هیدرولیز 

که با کلسیم موجود در شده اسیدهای چرب 

های و کریستالشود میمحیط کشت ترکیب 

تشکیل در اطراف کلنی باکتری  ی رانامحلول

های های اکتینوباکتر روی پلیتد. جدایهدهنمی

Tween-20 Agar  ،به صورت خطی در مرکز

درجه  30روز در دمای  7کشت و به مدت 

گراد انکوبه شدند. رسوب سفید رنگ سانتی

اطراف کلنی به عنوان شاخص فعالیت لیپازی در 

 ;Sakai et al., 2002نظر گرفته شد )

Gopinath et al., 2005; Ramnath et al., 

2017.) 

 

 های اکتینوباکترسویه DNAاستخراج 

های اکتینوباکتر های خالص جدایهکشت

، Tryptic Soy Broth (Merckروی محیط 

 به rpm200 گراد ودرجه سانتی 30( در آلمان

روز رشد داده شدند. برای استخراج  2-4مدت 

DNA  از روش توصیف شده توسطDas  و

میزان خلوص  د.شاستفاده  (2018) همکارانش
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DNA  با استفاده از نانودرآپ(Bio-Rad ،

 DNAمورد ارزیابی قرار گرفت و آمریکا( 

استخراج شده تا زمان انجام مطالعات بعدی در 

 داری شد.نگهگراد سانتیدرجه  -20دمای 

 

 های اکتینوباکترشناسایی مولکولی جدایه

های اکتینوباکتر با بررسی توالی جدایه

شناسایی شدند. برای  16S rRNAمربوط به ژن 

های آغازگره از با استفاد PCRاین منظور 

 27F (5ʹ-AGAGTTTGATCCیونیورسال 

TGGCTCAG-3ʹ 1492( وR (5ʹ-GGTT 

ACCTTGTTACGACTT-3ʹ)  انجام شد

(Das et al., 2018 حجم واکنش .)PCR 50 

ژنومی،  DNAنانوگرم  50میکرولیتر و حاوی 

مولار از هر میلی 2MgCl ،2/0مولار میلی 5/1

dNTP ،4/0  20، آغازگرمیکرومولار از هر 

، KClمولار میلی Tris-HCl ،50مولار میلی

 Smar Taq DNA Polymeraseواحد  5/2

(CinnaGenو آب دو بار تقطیر استریل ، ایران )

در دستگاه ترموسایکلر  PCRبود. واکنش 

(Applied Biosystems )و در شرایط ، آمریکا

دقیقه و  5به مدت گراد درجه سانتی 94 دمایی

درجه  94 ثانیه در 30شامل چرخه  35

گراد، درجه سانتی 55 ثانیه در 30، گرادسانتی

دقیقه  7و گراد درجه سانتی 72 ثانیه در 30

صورت گراد درجه سانتی 72 تکثیر نهایی در

   گرفت. محصولات تکثیر یافته توسط ژل آگارز

الکتروفورز شد و سپس با استفاده از  درصد 1

DNA Sequencer (3730XL ،ABI کره ،

های توالی ( تعیین توالی شدند. در نهایتجنوبی

        BLASTبه دست آمده با استفاده از ابزار 

آنالیز شدند  NCBI هایدر پایگاه داده

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

و درخت فیلوژنتیکی با استفاده از نرم افزار 

MEGA-X  شرسم( دKumar et al., 2018.) 

 

 نتایج

های فیزیکوشیمیایی نمونه هایبررسی شاخص

 رسوبات

های فیزیکوشیمیایی بررسی شاخصنتایج 

رسوبات سه ناحیه آوری شده از جمعهای نمونه

در ساحل بندر شرفخانه واقع در قسمت شمال 

ارائه شده  2در جدول  دریاچه ارومیهشرقی 

نشان  فیزیکوشیمیاییهای است. بررسی شاخص

و  ندبود pH 2/0± 3/7ها دارای داد که نمونه

گراد درجه سانتی 19تا  12در دامنه  هاآندمای 

ها نیز نتایج شیمیایی نمونه بررسیثبت شد. 

 (.2هم داشت )جدول  تقریبا مشابهی با
 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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آوری های جمعشیمیایی نمونه هایویژگی: 2 جدول

 شمال شرقیشده از سواحل بندر شرفخانه )قسمت 

 (دریاچه ارومیه

 شاخص (g.L-1)غلظت یونی 

9/91 +Na 

5/175 −Cl 

26/39 +2Mg 

40/0 +2Ca 

26/0 −
3HCO 

50/0 2−
4SO 

 

شناسایی اکتینوباکترهای تولید کننده لیپاز بر 

 های فیزیولوژیکی و بیوشیمیاییاساس ویژگی

در این مطالعه شش اکتینوباکتر از رسوبات 

های دریاچه نمک ارومیه توسط محیط کشت

       هامختلف جدا شدند و شناسایی اولیه جدایه

آمیزی گرم صورت گرفت. با استفاده از رنگ

اکتینوباکترهای جدا شده همگی گرم مثبت، 

های هوازی و فاقد تحرک بودند. بررسی ویژگی

ها بر مشخص کرد که باکتری شناختیریخت

رشد  R2A Agarو  SCAروی دو محیط کشت 

قابل تشخیصی  هایو پیگمان ی داشتندبهتر

)شکل  ی دیگر تشکیل دادندهانسبت به محیط

روز  5حداقل  اکتینوباکترها پس از گذشت (.1

دارای شکل و رنگ کلنی  SCAبر روی محیط 

ها متفاوتی بودند. دامنه دمایی برای رشد جدایه

 30 گراد بود )رشد بهینه دردرجه سانتی 45-20

درجه  50( و در دمای گراددرجه سانتی

 ونداشتند  یا بالاتر از آن هیچ رشدیگراد سانتی

)جدول  نظر گرفته شدند از این رو مزوفیل در

3). 

 

 
 SCA محیط روی بر اکتینوباکتر هایجدایه شناختیهای ریختویژگی بررسی :1 شکل
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 باکترهای اکتینوهای فیزیکوشیمیایی و بیوشیمیایی جدایهویژگی :3جدول 

LUB22 LUG09 LUG21 LUG03 LUN15 LUS05 هاویژگی 

 شناسیریخت ایرشته ایرشته ای کوتاهمیله ای کوتاهمیله کوتاهای میله بلند ایمیله

 رنگ پیگمان خاکستری پودری سفید پودری براق کرم زرد براق کرم براق براق زرد

 NaCl ( ،%W/V)محدوده  10–1 10–1 10–1 10–1 10–1 10–1

 NaCl ( ،%W/V) بهینهغلظت  3 3 5 5 3 5

 (C°) محدوده دما 40–20 40–20 45–20 45–20 45–20 45–20

 (C°)بهینه دمای  30 30 30 30 30 30

 pHمحدوده  9–6 9–6 8–6 8–6 8–6 8–6

8 8 8 8 8 9 pH بهینه 

 اکسیداز – – – – + +

 سیترات + + + – – +

 کاتالاز + – – + + +

 اوره آز + – – – – –

 نشاستههیدرولیز  + + + + + +

 کازئینهیدرولیز  + + + – – +

 استفاده از منبع کربن      

 گلوکز – – + + + +

 لاکتوز + + + + + +

 سوکروز + – + + + +

 

     pHهمچنین رشد بهینه باکتری ها در 

درصد رخ داد که  3-5با غلظت  NaClو  9-8

ها با ویژگی ها را در گروه نمک دوستتوان آنمی

بندی کرد. چرا که قلیادوستی متوسط طبقه

های جدا شده در عدم حضور نمک تقریبا سویه

های بیوشیمیایی از رشد نکردند. نتایج آزمایش

آز، اندول، سیترات، جمله کاتالاز، اکسیداز، اوره

ن و نشاسته و استفاده از قندهای هیدرولیز کازئی

آورده  3مختلف به عنوان منبع کربن در جدول 

 شده است.

 

 بررسی کیفی فعالیت لیپازی

در این بررسی از شش اکتینوباکتر جدا شده، 

و  LUS05 ،LUN15 ،LUG03چهار جدایه 
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LUB22  در اطراف رسوب کلسیم قابل توجهی را

ها نشان دادند که به عنوان شاخص فعالیت کلنی

الف(.  -2لیپولیتیک در نظر گرفته شد )شکل 

ها گیری قطر ناحیه رسوب در اطراف کلنیاندازه

 7/5با قطر  LUS05نشان داد که جدایه 

متری بیشترین فعالیت لیپولیتیک را سانتی

داشت. در صورتی که قطر ناحیه رسوب در 

به  LUB22و  LUN15 ،LUG03های جدایه

متر بود. بر اساس سانتی 5/3و  5/2، 7/3ترتیب 

رد که برای تایید بیشتر فعالیت آزمایش فنل

لیپولیتیک انجام گرفت، فعالیت لیپولیتیک این 

 ب(. -2چهار جدایه اکتینوباکتر تایید شد )شکل 

شناسایی مولکولی اکتینوباکترهای ترشح 

 کننده لیپاز خارج سلولی

ویژگی مولکولی اکتینوباکترهای جدا شده از 

های مختلف بندر شرفخانه )ناحیه شمال قسمت

 16Sشرقی دریاچه ارومیه( بر اساس توالی ژن 

rRNA های نشان داد که باکتریLUG21  ،

LUG09  وLUG03  متعلق به جنس

Glutamicibacter ،LUB22  متعلق به جنس

Brachybacterium ،LUN15  متعلق به

 LUS05و باکتری  Nocardiopsisجنس 

بودند. Streptomycesمتعلق به جنس 

 

 

-Tween حاوی آگار پلیت روی بر میکروبی لیپاز تولید غربالگریالف( بررسی کیفی فعالیت لیپازی.  :2 شکل

 عنوان بهروغن زیتون  حاوی آگار پلیت روی بر میکروبی لیپاز تولید غربالگریب( سوبسترا.  عنوان به 20

 .است Escherichia coli باکتری منفی. شاهد رد فنل با سوبسترا
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، LUG03 هایجدایه 16S rDNAتوالی 

LUS05 ،LUG09 ،LUN15 ،LUG21  و

LUB22 هایبه ترتیب با شماره MT885331 ،

MT885335 ،MT885345 ،MT885513 ،

MT886215  وMT886219 پایگاه در 

قابل دسترسی هستند. در این  NCBI هایداده

 BLASTاز آنالیز  به دست آمدهمطالعه نتایج 

نشان داد که تمامی اکتینوباکترهای شناسایی 

درصدی با بعضی از  100شده دارای همانندی 

های جنس مربوطه در توالی نوکلئوتیدی سویه

 فیلوژنتیکی . ارتباطاتبودندمورد نظر 

 با مطالعه این در آمده دست به اکتینوباکترهای

 اساس بر مربوطه، هایجنس از سویه چندین

 در 16S rRNA ژن به مربوط نوکلئوتیدی توالی

 با هایتوالی است که شده داده نشان 3 شکل

 قرار دسته یک در همانندی درصد 100

 .اندگرفته

 

 بحث

هایی با توانایی جداسازی میکروارگانیسم

تولید آنزیم لیپاز به جهت داشتن کاربردهای 

متعدد در فرایندهای بیوتکنولوژی از جمله 

صنایع شوینده، صنایع نساجی، صنایع لبنیات، 

فرآوری روغن و تولید سورفکتانت توجه زیادی 

های را به خود جلب کرده است. میکروارگانیسم

ها ها، مخمرها و قارچاکتریمختلفی مانند ب

های لیپولیتیک را روی توانند آنزیممی

سوبستراهای غیرمحلول آلی ترشح کنند 

(Arasu et al., 2016 با این حال، تاکنون تنها .)

آنزیم میکروبی توسط صنایع مختلف به  20

برداری رسیده است. از این رو پژوهشگران بهره

از جمله های میکروبی جدید در جستجوی سویه

ها هستند. چرا که اکتینوباکترها برای تولید آنزیم

اکتینوباکترها به دلیل تولید و ترشح دامنه 

های هیدرولیتیک ایمن برای ای از آنزیمگسترده

محیط زیست، دارای اهمیت قابل توجهی 

 (.Mehnaz et al., 2017هستند )

هایی با آلودگی روغنی منابع غنی از محل

های تجزیه کننده گانیسمتجمعات میکروار

هایی در ساحل هستند. در این مطالعه از محل

بندر شرفخانه که دارای آلودگی به پساب روغنی 

 4باکتری جداسازی شد که تنها  6بودند، تعداد 

 مورد قابلیت تولید لیپاز را داشتند.
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مطالعه  این آمده در دست به اکتینوباکترهای( Neighbor-Joining Tree) فیلوژنتیکی درخت :3 شکل

Glutamicibacter sp. strain LUG03, LUG09, LUG21، Streptomyces sp. strain LUS05 ،



 [59] 1400(، 3)9 بزیان:آفیزیولوژی و بیوتکنولوژی  غربالگری اکتینوباکترهای ترشح کننده لیپاز از رسوبات دریاچه نمک ارومیه  

 

Nocardiopsis sp. strain LUN15 و Brachybacterium sp. strain LUB22 از سویه چندین و 

 درصد 99و همانندی بیش از  16S rRNA ژن به مربوط نوکلئوتیدی توالی اساس بر مربوطه، هایجنس

(Bootstrap Replication: 1000 .)در دسترسی هایشماره پرانتز، داخل هایشماره GenBank هستند.

 

های آزمایشپس از انجام آزمایش گرم و 

             16S rRNAژن بررسی بیوشیمیایی، نتایج 

           ها متعلق به چهار نیز تایید کرد که جدایه

، Streptomyces ،Nocardiopsisجنس 

Brachybacterium و Glutamicibacter 

های غربالگری با استفاده از . با انجام روشبودند

روغن زیتون و  Tween 20سوبستراهای مختلف 

 .Streptomyces sp مشخص شد که سویه

strain LUS05  بیشترین فعالیت لیپازی را در

. مطالعات نشان داده است شتها دابین جدایه

های شاخصکه عوامل متعددی از جمله 

و همچنین منبع  pHفیزیکوشیمیایی دما و 

 Al-Dhabi etبر تولید لیپاز موثر است )کربن 

al., 2020 در این بررسی اکتینوباکترهای .)

از سواحل شمال شرقی دریاچه  جداسازی شده

درجه  30 نمک ارومیه )بندر شرفخانه( در دمای

 8-9در محدوده قلیایی  pHو گراد سانتی

بیشترین فعالیت لیپولیتیک را داشتند. اگرچه 

pH توانایی  ی دارایهامناسب برای اکثر باکتری

با این حال،  است، 7تولید لیپاز در محدوده 

نیز  7بالاتر از  pHبیشترین فعالیت لیپازی در 

 و همکارانش Ilesanmiگزارش شده است. 

های آلوده موفق به که از خاک (2020)

های باکتریایی لیپولیتیک شدند، جداسازی سویه

ها را برای تولید آنزیم لیپاز تریفعالیت بهینه باک

 گزارش کردند.  pH 11در 

به صورت خارج  بیشترلیپاز باکتریایی 

در بیان فعالیت  شاخصو موثرترین  استسلولی 

لیپولیتیک نیازمندی باکتری به منبع کربن 

در این مطالعه از دو منبع  ،است. از این رو

. شداستفاده روغن زیتون و  Tween 20مختلف 

Tween 20 چرب اسیدهای با C12 طول و 

 برای بالقوه سوبسترای عنوان به زنجیره، متوسط

 گرفته نظر در خاک لیپاز فعالیت سنجش

 Sakai et al., 2002; Ramnath et) شودمی

al., 2017.) از استفاده Tweenانتقاد مورد ها 

 احتمال که چرا ،استپژوهشگران  از برخی

 دارد وجود استرازها توسط Tween هیدرولیز

 روش در کاذب مثبت نتایج به منجر تواندمی که

 به Tween حال، این با. دشو لیپاز غربالگری

 و کشت محیط با شدن ترکیب قابلیت دلیل

( هاآنزیم یا و) هاسلول بین بهینه ارتباط افزایش

 سوبسترای عنوان به هم هنوز سوبسترا و

 گیرندمی قرار استفاده مورد لیپاز کاربردی
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(Thomson et al., 1999.) Tween 20 با این 

که تحریک کننده رشد باکتری نیست اما 

و  Roweمشارکت مهمی در تولید آنزیم دارد. 

Gilmour (1982 ) در گزارش خود اعلام کردند

بیشترین تولید  Tween 20که در محیط حاوی 

را بهترین  Tween 20 بنابراین لیپاز انجام شد و

 به دند.کرنده برای تولید لیپاز معرفی القاء کن

( 1990)و همکارانش  Espinosa ترتیب همین

 است القاکننده بهترین Tween 20 که دریافتند

به  Tween 20 مضاعف اثر که دادند نشان و

شباهت  دلیل به تواندکننده قوی می عنوان القا

 سوبستراهای از برخی به آن شیمیایی ماهیت

 باعث که باشد سورفاکتانت یک و چربی طبیعی

لیپازها توسط  . القاشودمی آنزیم ترشح تحریک

Tween 20 هایی از برای سویهBacillus  نیز

ای گزارش شده است. همچنین در مطالعه

Rathi  گزارش کردند که ( 2002)و همکارانش

ترین سوبسترای روغن زیتون نیز پرمصرف

ها تولید لیپاز در باکتری یلیپیدی برای القا

. نتایج به دست آمده از مطالعات مختلف با است

چرا که  ،نیز مطابقت داردمطالعه حاضر های داده

 Tween 20در روش غربالگری با استفاده از 

ها در بیشترین میزان فعالیت لیپازی باکتری

همین طور مشابه با نتایج این  د.شمیزان ثبت 

 Streptomyces sp. strain مطالعه که سویه

LUS05 شده از سواحل دریاچه نمک  جدا

ارومیه بیشترین فعالیت لیپازی و تشکیل ناحیه 

متری در سانتی 7/5شفاف را با قطر رسوب 

نیز این  ی دیگرهااطراف کلنی داشت، در بررسی

. بودجنس دارای بیشترین فعالیت لیپازی 

Mishra  وGupta (2014 )های از محل

 105 مختلفی )آب، خاک و گیاه(

Streptomyces ها کردند که از میان آن جدا

Streptomyces halstedii  بیشترین فعالیت

سوبسترای  9لیپازی را داشت. در این مطالعه از 

و  60، 40، 20 هایTweenمختلف از جمله 

، روغن آفتاب گردان، روغن سویا و روغن 80

زیتون برای غربالگری فعالیت لیپازی استفاده 

          شد که نتایج، بیشترین فعالیت آنزیمی را 

                 نشان Tween 20با استفاده از سوبسترای 

 (.Mishra and Gupta, 2014داد )

Vishnupriya یز تولید ن( 2010) و همکارانش

را با  Streptomyces griseusلیپاز توسط 

استفاده از روغن زیتون، روغن پالم و روغن 

آفتاب گردان به عنوان سوبسترا بررسی کردند و 

ساعت تولید بهینه آنزیم لیپاز با  72پس از 

 استفاده از روغن زیتون به دست آمد.

پتانسیل  Streptomycesجنس در مجموع، 

از  ایتولید دامنه گستردهدر را ای بالقوه

های خارج سلولی های ثانویه و آنزیممتابولیت
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              ضروری توده زیستدارد که برای تجزیه 

    ها هیدرولازهایی از جمله . این آنزیماست

 که  هستندسلولاز، لیگنیناز، آمیلاز و لیپاز 

را به یکی از  Streptomycesجنس 

نعتی تبدیل کرده های مهم صمیکروارگانیسم

است. از این رو مطالعات بر روی پتاسیل 

مانند بسیار شور های بکر و میکروبی محیط

تواند در جهت جداسازی دریاچه نمک ارومیه می

 های باکتریایی ارزشمند مفید باشد.جنس
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Abstract  

In this study, the lipases-producing Actinobacterial species were isolated from 

oil-contaminated sites of the hypersaline Lake Urmia. All Actinobacteria isolates 

were examined for lipase activity by Tween-20 and olive oil as lipid substrates. 

After DNA extraction, the isolated strains were identified by 16S rRNA gene 

analysis. Six isolates of halophilic Actinobacteria named LUG03, LUS05, 

LUG09, LUN15, LUG21 and LUB22 were isolated from the salt sediments of 

Lake Urmia (Bandar Sharafkhaneh). Among them four isolates showed high 

potential for lipase production with the highest lipolytic activity for LUS05 strain. 

Sequence analysis of 16S rRNA identified that the isolates belonged to 

Streptomyces sp., Nocardiopsis sp., Glutamicibacter sp. and Brachybacterium sp. 

Key words: Halophilic Actinobacteria, Lipase, Lake Urmia. 
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