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 21/4/1401پذیرش مقاله:            8/3/1401 دریافت مقاله: 
 

ترین کاتالیزورها براي صنایع مختلف مانند هاي آبی و غیرآبی یکی از مهمدلیل توانایی زیست کاتالیزوري در محیط لیپازها، به :مقدمه
سازي پارامترهاي پاز و بهینههاي مولد لیهاي مختلف براي شناسایی باکتريگري زیستگاهغربال .روندشمار می شوینده، لبنیات و نساجی به

ا بکند. با توجه به اهمیت یافتن منابع جدید لیپاز، پژوهش حاضر ها، تولید و استفاده مؤثر لیپازها را در صنایع مختلف تسهیل میفعالیت آن
 ها صورت گرفت.هاي آنهاي مولد لیپاز و بررسی ویژگیهدف جداسازي و شناسایی باکتري

هاي باکتریایی مولد لیپاز آباد از نظر وجود سویهبهار خرمهاي گوشتی گلین مطالعه، نمونه پساب کارخانه فرآوردهدر ا ها:مواد و روش
شناسایی شدند.  16S rRNA ن هاي تولیدکننده لیپاز بر اساس خصوصیات مورفولوژیکی، بیوشیمیایی و توالی ژگري گردید. جدایهغربال

 سازي فعالیت لیپازي متفاوت بودند.منظور بهینه دما و زمان به، pHپارامترهاي محیط کشت مانند 

آباد شناسایی بهار خرمهاي گوشتی گلگري پساب کارخانه فرآوردهدر این مطالعه تعداد سه ایزوله با فعالیت لیپازي بالا در اثر غربال ها:یافته
 16S rRNAآمده براي ژن دستستفاده از بلاست توالی نوکلئوتیدي بهابا  هایی که بیشترین فعالیت لیپازي را نشان داده بودندشدند. ایزوله

ساعت  48هاي شناسایی شده در شناسایی شدند. همچنین بیشترین میزان فعالیت آنزیم لیپاز براي ایزوله  Bacillus amyloliquefaciensعنوانبه
 گیرد.صورت می = pH 8گراد و درجه سانتی 45ت لیپازي در دماي این، در این پژوهش مشخص شد که حداکثر فعالی بر ثبت شد. علاوه

   B. amyloliquefaciensهاي باکتري یزولههاي خارج سلولی اهاي این مطالعه مشخص شد که لیپازبر اساس یافته گیري:بحث و نتیجه
توان از ها میهین ایزولخراج و تخلیص لیپاز خارج سلولی ابا است از نوع لیپازهاي قلیایی بوده و داراي پایداري دمایی نسبتاً مناسبی هستند.

توان آن را در فرآیند هاي مذکور میآن در صنایع مختلف بهره برد. همچنین با شناسایی و جداسازي ژن تولید کننده آنزیم لیپاز از ایزوله
 ر دلخواه تغییر داد.وطهاي هدفمند، میزان فعالیت آن را به مهندسی آنزیم وارد کرده و با ایجاد جهش

 .  Bacillus amyloliquefaciens،16S rRNA، فعالیت آنزیمی، لیپاز :يهاي کلیدواژه
 

 چکیده

mailto:shirazinejad@iausarv.ac.ir


 و همکاران فرد خداکرمی ... از هاي مولد لیپازجداسازي و شناسایی مولکولی باکتري

 

 1401تابستان ، 24 یافته، دوره / 16 

 مقدمه
طــی فرآینــد تکامــل، موجــودات زنــده بــراي بقــا و 

سازگاري با شرایط محیطی پیرامونشـان توانـایی انجـام 

اند که اغلب هاي بیوشیمیایی را کسب کردهانواع واکنش

اي از مواد زیستی به نام ي دستهوسیلهها بهاین واکنش

ترین خصوصـیاتی ). از مهم1گیرند (ها صورت میآنزیم

ها را در فرآیندهاي بیولوژیکی متمـایز که عملکرد آنزیم

 کرده است توان کاتالیتیکی بالا و همچنین قابل تنظیم

هـا ها اسـت. بـا توجـه بـه ایـن ویژگیبودن فعالیت آن

ــا ــود س ــین وج ــیمیایی و فرمهمچن ــاي ختارهاي ش ه

ها در سنتز مواد بخصوص ایزومري مختلف، کاربرد آنزیم

 . )1، 2مواد دارویی بسیار مورد توجه قرار گرفته است (

 ، تري گلیسرولE.C.3.1.1.3لیپازها (

هیدرولازها  هاي خانوادهاي از آنزیمهیدرولازها) دستهآسیل

شامل یک صفحه ). از نظر ساختاري لیپازها 2،3هستند (

باشند. مرکز شده با یک مارپیچ آلفا میبتاي احاطه 

کاتالیزوري لیپازها شامل سه اسید آمینه سرین، آسپاراژین و 

هیستیدین است که از نظر عملکردي مشابه پروتئازهاي 

). 4باشند (دهی فضایی متفاوت میسرین بوده، اما در سازمان

 هاي بلندترزنجیرهمکانیسم عمل لیپازها شامل هیدرولیز 

گلیسریدها، آسیلها به ديو تبدیل آن گلیسرید

). 5-7مونوگلیسریدها، گلیسرول و اسیدهاي چرب است (

ها توانایی واکنش معکوس همچنین این گروه از آنزیم

هیدرولیز، یعنی تشکیل استرهاي مختلف از الکل و اسیدهاي 

هاي شچرب (گلیسریدها) را داشته و نیز قادرند که واکن

استریفیکاسیون را در شرایط با حداقل آب یا در حضور حلال 

آلی را کاتالیز کنند. این ویژگی، یعنی عملکرد واکنش در حد 

فاصل فازهاي آبی و غیرآبی، لیپازها را از استرازها تفکیک 

لیپازها داراي اهمیت نیز ). از نظر اقتصادي 8، 9کند (می

از پروتئازها و آمیلازها طوري که پس باشند بهاي میویژه

اند و جایگاه سوم فروش جهانی را به خود اختصاص داده

شود میزان فروش سالانه این نوع از آنزیم در بینی میپیش

). 10، 11میلیون دلار برسد ( 2/590به  2023جهان تا سال 

عنوان کاتالیزور بیولوژیکی با توجه به ظرفیت بالاي لیپازها به

ها در رفع انداز مطلوبی از کاربرد این آنزیمچندمنظوره، چشم

نیازهاي صنایع مختلف از جمله بیودیزل، صنایع غذایی و 

ها، داروسازي و ها، چرم، نساجی، تولید شویندهنوشیدنی

 ). 3، 7، 12، 13، 14تصور است (پزشکی قابل 

تاکنون طیف وسیعی از منـابع زیسـتی مختلـف بـا 

ی هاي مختلف جانوري، گیـاهقابلیت تولید لیپاز از گونه

). بـا 15، 16ها شناسایی شـده اسـت (و میکروارگانیسم

ر این حال، کارایی بالاتر لیپازهاي بـا منشـأ میکروبـی د

ا سنتز ترکیبات آلی نسبت به لیپازهاي با منشأ گیاهی ی

). لیپازهاي باکتریـایی بـه 8جانوري گزارش شده است (

زوري، فرآیندهاي کاتـالیدلیل توانایی بالا در انجام انواع 

هاي جانبی هنگام کاتـالیز، تولیـد بـا عدم ایجاد واکنش

عملکرد و پایداري بـالا، سـرعت رشـد بـالا، سـهولت در 

هاي ژنتیکی در مقایسه با کاريغربالگري، کشت و دست

دیگــر منــابع تولیــد کننــده لیپــاز از اهمیــت بیشــتري 

 ). 13، 14، 17، 18برخوردار هستند (

تا  4(از  pHباکتریایی در دامنه وسیعی از لیپازهاي 

طوري که داراي بیشترین  ) داراي فعالیت هستند به11

خنثــی و قلیــایی هســتند.  pHفعالیــت در شــرایط 

 60تـا  20ها در محـدوده همچنین پایداري حرارتی آن

هـاي گراد است. بر خلاف بسـیاري از گروهدرجه سانتی

آلی فعال هسـتند و  هايآنزیمی، اغلب لیپازها در حلال

). بـر اسـاس اختصاصـیت 19نیاز به کوفاکتور ندارنـد (

سوبسترا، لیپازهاي میکروبی در سه طبقه غیراختصاصی 

)non-specificـــه ـــی ناحی -regionاي ()، اختصاص

specific) و اختصاصــی اســید چــرب (fatty acid-

specificگیرند. لیپازهاي غیراختصاصـی بـه ) قرار می

گلیسـیرید اثـر هـاي تريروي مولکولصورت تصـادفی 

هــا را بــه اســید چــرب و گلیســرول تبــدیل کــرده و آن

ــهکننــد. لیپازهــاي اختصاصــی ناحیــهمی صــورت  اي ب
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روي پیوندهاي اسـتري  sn3و  sn1اي هیدرولیز ناحیه

و  C1هـاي اولیه عمل کرده (پیونـدهاي اسـتري در اتم

C3  چـرب گلیسرول) و تري گلیسریدها را به اسیدهاي

هاي باکتریایی شامل ). سویه19، 20کنند (هیدرولیز می

Pseudomonas alcaligenes ،P. aeruginosa ،

P. fragi ،P. fluorescens ،Bacillus subtilis ،

B. nealsonii ،B. licheniformis  وB. 

amyloliquefaciens هاي ترین باکترياز جمله مهم

د کـه در طیـف رونـشـمار می مولد لیپاز در جهـان بـه

بیشترین کارایی را نشان  pHوسیعی از شرایط دمایی و 

 ).11اند (داده

) Bacillusبر اساس مرور منابع، جنس باسیلوس (

شـمار ترین منابع باکتریـایی مولـد لیپـاز بهیکی از مهم

رود که در شرایط سخت صـنعتی کـارایی بـالایی را می

اع مختلـف ). انو6، 7، 13، 15، 16، 17دهند (نشان می

مولد لیپاز متعلق به جنس باسیلوس، اغلب  هاي باکتري

هاي غذایی حـاوي کـربن، نیتـروژن، فسـفر و در محیط

) و 5/7-8در محـدوده خنثـی ( pHهاي معدنی با نمک

). 4کننــد (یمدرجــه رشــد  20-70در دمــاي بــین 

دانـه، خـردل، کنجـد، هاي طبیعـی (زیتـون، پنبهروغن

، روغن ذرت)، تري گلیسـیرید سویا، ماهی، سبوس برنج

(تریولئین، تریبوتیرین) یا اسیدهاي چـرب آزاد (اسـید 

تنهایی یا در ترکیب بـا هـم بهتـرین منبـع اولئیک) به 

اند هاي مولد لیپـاز شـناخته شـدهکربن براي باسیلوس

آلانـین، تریپتوفـان و  ). همچنین اسـیدهاي آمینـه21(

ي تولید لیپـاز در منابع نیتروژن برا آلانین بهترینفنیل

). 22رونـد (شـمار میهاي جنس باسـیلوس بـه باکتري

دار، مانند نیتـرات هاي نیتروژنبر این اغلب نمکعلاوه 

ــوم  ــیم، آمونی ــرات پتاس ــدیم، نیت ــرات س ــوم، نیت آمونی

سولفات، کلرید آمونیوم، یـا فسـفات آمونیـوم از جملـه 

ترین منابع نمکی براي رشـد بهینـه ایـن جـنس از مهم

 ). 23اند (هاي مولد لیپاز شناخته شدهاکتريب

عنـوان  هاي مولد لیپاز بهبا توجه به اهمیت باکتري

هاي مولد لیپـاز منابع ارزشمند زیستی، تاکنون باکتري

ها هاي زیستی از پساب کارخانهاز طیف وسیعی از نمونه

هاي غـذایی، شناسـایی و جداسـازي شـده و تا فرآورده

هـا مـورد بررسـی تولید لیپاز در آنسازي شرایط بهینه

 رو، مطالعه حاضـر بـه). از این26-24قرار گرفته است (

هاي تولیـد کننـده منظور جداسازي و شناسایی باکتري

بهـار هـاي گوشـتی گللیپاز از پسـاب کارخانـه فرآورده

 آباد صورت گرفت.خرم

 هامواد و روش

 گريبرداري و غربالنمونه

منظــور جداســازي و ی بــه در ایــن مطالعــه توصــیف

گیري هـاي تولیدکننـده لیپـاز، نمونـهشناسایی باکتري

در  آبادبهار خرمهاي گوشتی گلپساب کارخانه فرآورده

صـورت  1399محدوده زمانی خـرداد مـاه تـا تیـر مـاه 

دار صـورت برداري در ظروف اسـتریل دربگرفت. نمونه

ــه ــه و نمون ــه آزمایشــگاهگرفت  ها در شــرایط مناســب ب

بیوتکنولوژي دارویی دانشکده داروسازي دانشگاه علـوم 

هاي پزشکی لرستان منتقل شدند. در آزمایشـگاه نمونـه

لیتري تقسیم شده و بـه میلی 50هاي پساب در فالکون

دور سانتریفیوژ شدند. پس از  3000دقیقه در  10مدت 

لیتـر سانتریفیوژ، تمامی رونشین به استثناي یـک میلی

لیتــر از میلی 12ف شــده و مقــدار آخــر بــه دقــت حــذ

نوترینت بـراث بـه فـالکون اضـافه شـد. پـس از اینکـه 

هـا بـه مـدت محتویات به خوبی یکدست شدند، فالکون

درجه در  45تا  25ي دمایی بین ساعت در محدوده 48

انکوباتور شیکردار قرار گرفتنـد. پـس از گذشـت مـدت 

ه و ها روي هم ریختـساعت، محتویات فالکون 48زمان 

ــدار  ــد. مق ــت ش ــوبی یکدس ــه خ ــر از  15ب میکرولیت

هــاي کشــت سوسپانســیون بــاکتري حاصــل بــه محیط

گري منتقل و به صورت خطی کشت داده شـدند. غربال

هاي تولید کننده لیپـاز گري باکتريمحیط کشت غربال
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سـیگما  روغـن زیتـون Bشامل نوترینت آگار، رودامین 

سـاعت  48 ها به مـدتبود. پس از کشت خطی، محیط

درجـه در  45تـا  25ي دمـایی بـین دیگر در محـدوده

انکوباتور نگهداري شدند. پـس از گذشـت مـدت زمـان 

ي دســــتگاه هــــا بــــه وســــیلهانکوباســــیون، محیط

ــور  ــر ن ــرار  UVترانســیلومیناتور و زی ــورد بررســی ق م

ــه زرد ــور هال ــد. ظه ــراف  -گرفتن ــگ در اط ــارنجی رن ن

خـارج سـلولی در ها، نشان دهنـده تولیـد لیپـاز کلونی

 .  )19باکتري بود (

هاي تولید شناسایی فنوتیپی و بیوشیمیایی باکتري

 کننده لیپاز

آمیزي آمیزي گـرم بــا اسـتفاده از کیـت رنــگرنـگ

شرکت لاب ترون و با اسـتفاده از دسـتورالعمل شـرکت 

سازنده صورت گرفت. به منظور تعیین حرکت باکتري از 

اده شد. تولیـد استف SIMتست تحرك با محیط کشت 

ایندول در باکتري با اسـتفاده از معـرف کـواکس مـورد 

با هدف بررسی تخمیر  TSIبررسی قرار داده شد. تست 

ز قندها و هم چنین تولید سولفید هیدروژن با استفاده ا

انجام گرفت. آزمایش اسـتفاده از سـیترات  TSIمحیط 

)CIT با استفاده از محـیط کشـت سـیمون سـیترات ،(

هـا و ت. به منظور بررسـی تولیـد همولایزینصورت گرف

دار اسـتفاده توانایی همولیز، از محیط کشت آگار خـون

هاي کاتـالاز و اکسـیداز نیـز روي شد. در نهایـت تسـت

 ). 43، 44هاي شناسایی شده صورت گرفتند (باکتري

 هاي تولید کننده لیپازشناسایی مولکولی  باکتري

هاي خالص تهیه ده کشتهاي جداسازي شابتدا از باکتري

 DNAبا استفاده از کیت استخراج  DNAگردید. استخراج 

 DNAشرکت سیناکلون صورت گرفت. کیفیت و کمیت 

استخراج شده با استفاده از الکتروفورز در ژل آگارز یک درصد و 

همچنین نانودراپ مورد بررسی قرار گرفت. تکثیر ژن 

16SrRNA 5  با استفاده از جفت پرایمر پیشروꞌ-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ꞌ  ر مپرایو

-5ꞌ-ACGGCTACCTTGTTACGACTTمعکوس  

3ꞌ   صورت گرفت. برنامه دمایی مورد استفاده براي تکثیر این ژن

درجه  94سیکل صورت گرفت. در هر سیکل دماي  35در 

درجه  55سازي)، دماي ثانیه (واسرشته 30گراد به مدت سانتی

درجه  72ه (اتصال پرایمر) و دماي ثانی 30گراد به مدت سانتی

ثانیه (گسترش) مورد استفاده  30دقیقه و  1گراد به مدت سانتی

دقیقه و  10گراد به مدت درجه سانتی 95قرار گرفت. از دماي 

عنوان دماهاي دقیقه به  10گراد به مدت درجه سانتی 72دماي 

سازي اولیه و گسترش نهایی استفاده شد. محصولات واسرشته

PCR  روي ژل آگارز یک درصد بارگذاري شده و پس از بررسی

اندازه قطعه تکثیري، قطعات از روي ژل آگارز برش خورده و با 

از ژل آگاروز سیناکلون  DNAاستفاده از کیت استخراج 

تخلیص شدند. محصولات تخلیص شده به منظور تعیین توالی به 

 ). 43، 44شرکت پیشگام ارسال شدند (

 یابی و آنالیز فیلوژنتیکیج توالیبررسی نتای

 Chromas افـزاریـابی بـا اسـتفاده از نرمنتایج توالی

Lite ي مورد بررسی قرار گرفتند. پس از بررسی به وسیله

 BLASTnافـزار هـا بـا اسـتفاده از نرمافزار، توالیاین نرم

به منظور شناسایی گونه مورد بررسی قـرار  NCBIپایگاه 

ها، آنالیز فیلوژنتیکی سایی گونه باکتريگرفتند. پس از شنا

ــوالی  ــور ت ــن منظ ــه ای ــت. ب ــورت گرف  16SrRNAص

افــزار نرمهــاي شناســایی شــده بــا اســتفاده از باکتري

BLASTn  ــاه ــا توالی NCBIپایگ ــاي ب  16SrRNAه

هـاي مشـابه بـا آن موجود در بانک ژن مقایسه شد و توالی

افزار اده از نرمهاي دریافت شده با استفدریافت شدند. توالی

MEGA 6.0 ردیف سازي قرار گرفتند. درخـت مورد هم

ــتفاده از نرم ــا اس ــوژنتیکی ب ــزار فیل و  MEGA 6.0اف

 ترسیم گردید.   Neighborhood-joiningالگوریتم 

و  pHدر دما، سنجش میزان فعالیت آنزیمی لیپاز 

 مدت زمان انکوبه کردن مختلف

ــور ــه منظ ــازي ب ــت لیپ ــنجش فعالی ــاي ريباکت س ه

ها بـا میـزان اینوکولـوم یکسـان در باکتري شناسایی شده،



 و همکاران فرد خداکرمی ... از هاي مولد لیپازجداسازي و شناسایی مولکولی باکتري

 

 1401تابستان ، 24 یافته، دوره / 19 

ها بـه مـدت شدند. کشت نوترینت براث کشت دادهمحیط 

ــاعت  48 ــاي درس و  55، 50، 45 ،40 ،35 ،30 ،25 دماه

گراد درون شیکر با میزان دور یکسان قرار درجه سانتی 60

برداري صـورت گرفـت. پـس از بـه دسـت گرفتند و نمونه

ــراي ســایر آور دن دمــاي بهینــه فعالیــت آنزیمــی، از آن ب

بهینــه،  pHهــا اســتفاده شــد. بــه منظــور تعیــین آزمایش

نوترینـت ها با میزان اینوکولوم یکسـان در محـیط باکتري

ــا  ــراث ب کشــت  11و  10 ،9 ،8 ،7 ،6 ،5 ،4 ،3هــاي pHب

 45ســاعت در دمــاي  48ها بــه مــدت شــدند. کشــت داده

شیکر بـا میـزان دور یکسـان قـرار درون گراد درجه سانتی

برداري نمونهساعت  48د. پس از گذشت مدت زمان گرفتن

صورت گرفت. در نهایت به منظور تعیین زمان بهینه انکوبه 

ها بـا میـزان اینوکولـوم یکسـان در محـیط کردن، باکتري

درجـه  45سـاعت در دمـاي  72نوترینت بـراث بـه مـدت 

د. ور یکسان قـرار گرفتنـدرون شیکر با میزان دگراد سانتی

برداري صورت گرفـت. بـه منظـور ساعت یکبار نمونه 6هر 

آوري هاي جمـعسنجش میزان فعالیت آنزیمی لیپاز، نمونه

در بالاترین دور سانتریفیوژ شـدند و رونشـین  شده مختلف

ها که حاوي آنزیم لیپاز بود براي تعیین فعالیت آنزیمی آن

عیین فعالیت آنزیم لیپـاز از مورد بررسی قرار گرفت. براي ت

روش رنگ سنجی و قرائت توسط اسپکتروفتومتر در طـول 

. در ایـن روش از )29-27( نانومتر استفاده شـد 410موج 

ي آنـزیم عنوان سوبسـترا) بـهpNPLپارانیتروفنل لورات (

یک واحد فعالیت آنزیمی برابر اسـت بـا لیپاز استفاده شد. 

ارانیتروفنـل در دقیقـه مقدار آنزیمی که یـک میکرومـول پ

هـا در .   تمامی آزمایشتحت شرایط سنجش آزاد می کند

تکرار صـورت گرفتنـد. ترسـیم نمودارهـا بـا اسـتفاده از  4

 صورت گرفت.  Microsoft Excel 2016افزار نرم

 هایافته
کارخانه هاي پساب غنی شده بررسی کشت

آباد روي محیط بهار خرمهاي گوشتی گلفرآورده

، وجود UVبا استفاده از نور  Bگري حاوي رودامین غربال

هاي سه ایزوله با هاله زرد واضح را نشان داد. نتایج تست

فنوتیپی و بیوشیمیایی براي هر سه ایزوله کاملاً یکسان 

هاي بیشتر بود. سه ایزوله مذکور به منظور بررسی

ها جداسازي شده و پس از تخلیص، ذخیره گلیسرولی آن

آمیزي گرم براي هر سه ایزوله د. نتایج رنگتهیه گردی

ها نشان داد و مشخص کرد واکنش گرم مثبت را براي آن

که هر سه ایزوله باسیل گرم مثبت هستند. نتایج تست 

وجود تحرك در هر سه  SIMتحرك با محیط کشت 

ایزوله را مشخص کرد. هر سه ایزوله فاقد توانایی تولید 

داد که هر سه ایزوله تنها  نشان TSIایندول بودند. تست 

کنند. این تست همچنین مشخص کرد گلوکز را تخمیر می

ها فاقد توانایی تولید گاز سولفید هیدروژن که ایزوله

) براي CITهستند. نتایج آزمایش استفاده از سیترات (

تمامی سه ایزوله شناسایی شده مثبت بود و هر سه ایزوله 

دند. نتایج آزمایش تولید توانایی مصرف سیترات را دارا بو

ها فاقد گاز براي هر سه ایزوله نشان داد که این ایزوله

تولید گاز هستند. نتایج بررسی تولید اندوسپور، وجود 

اندوسپور در هر سه ایزوله را مشخص نمود. بررسی تولید 

ها و توانایی همولیز روي محیط کشت آگار همولایزین

ا در هر سه ایزوله نشان دار، وجود توانایی همولیز رخون

ها، وجود داد. نتایج آزمون حساسیت به آنتی بیوتیک

سیلین را در سه ایزوله مشخص کرد. در حساسیت به پنی

هاي کاتالاز و اکسیداز نشان داد که هر نهایت، نتایج تست

سه ایزوله داراي فعالیت کاتالازي و اکسیدازي هستند 

 ). 1(جدول 

استخراج شده از سه  DNAبررسی کیفیت و کمیت 

ی داراي کیفیت قابل قبول DNAایزوله نشان داد که این 

 16SrRNAبراي تکثیر ژن  PCRبراي انجام واکنش 

هر سه  16SrRNA). نتایج تکثیر ژن 1است (شکل 

 جفت بازي را براي هر سه 1500ایزوله نیز باند حدود 

یابی داراي ایزوله نشان داد و مشخص کرد که براي توالی

 ).1یفیت مناسبی است (شکل ک
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 هاي تولید کننده لیپازنتایج شناسایی فنوتیپی و بیوشیمایی باکتري. 1جدول 

 نوع بررسی 1ایزوله  2ایزوله  3ایزوله 
 شکل باکتري باسیل باسیل باسیل

+G +G +G واکنش گرم 
 تحرك + + +
 ایندول - - -
 سولفید ھیدروژن - - -
 سیترات + + +
 لید گازتو - - -
 اندوسپور + + +
 همولیز + + +

 بیوتیکآنتی سیلینپنی سیلینپنی سیلینپنی
 کاتالاز + + +
 اکسیداز + + +

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 16SrRNAو تکثیر ژن  DNAنتایج استخراج  .1شکل 
افزار یابی با استفاده از نرمبررسی نتایج توالی

Chromas Liteبدون خطایی را یابی مناسب و ، توالی

یابی با بررسی نتایج توالیها نشان داد. براي ایزوله

نشان  NCBIپایگاه  BLASTnافزار نرماستفاده از 

داد که هر سه ایزوله با میزان شباهت بالایی (بیش از 

 B. amyloliquefaciensدرصد) به باکتري گونه  99
دهند. پس از شناسایی گونه شباهت نشان می

نالیز فیلوژنتیکی صورت گرفت. نتایج بررسی ها، آباکتري

یابی را مورد تأیید قرار داد و فیلوژنتیکی نیز نتایج توالی

هاي شناسایی شده مشخص کرد که تمامی ایزوله

 B. amyloliquefaciensیکسان بوده و باکتري گونه 
 ). 2هستند (شکل 

 شناسـایی هـايباکتري لیپازي فعالیت نتایج بررسی

 60و  55، 50، 45 ،40 ،35 ،30 ،25 ايدماهــ شــده در

نشان داد که بیشترین میزان فعالیـت  گرادسانتی درجه

هاي شناسـایی شـده در دمـاي آنزیم لیپاز براي باکتري
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واحــد در  250گراد و بــه میــزان درجــه ســانتی 45

لیتـر بـراي واحد در میلی 229، 1لیتر براي ایزوله میلی

اسـت  3تر براي ایزوله لیواحد در میلی 232و  2ایزوله 

 ).   3(شکل 

 شناسـایی هـايباکتري لیپازي فعالیت بررسی نتایج

نشـان  11و  10 ،9 ،8 ،7 ،6 ،5 ،4 ،3هاي pH شده در

ــراي  ــاز ب ــزیم لیپ داد کــه بیشــترین میــزان فعالیــت آن

مشـاهده  8برابـر بـا  pHهاي شناسایی شده در باکتري

بـراي  8ر بـا برابـ pHشد. میزان فعالیت آنزیم لیپاز در 

 467و  461، 485به ترتیب برابر با  3و  2، 1هاي ایزوله

 ). 4لیتر محاسبه گردید (شکل واحد در میلی

 شناسـایی هـايباکتري لیپازي فعالیت نتایج بررسی

هاي مختلف انکوبه نشان داد که بیشترین زمان شده در

هـاي شناسـایی میزان فعالیت آنزیم لیپاز بـراي باکتري

 360ساعت کشت و بـه میـزان  48مدت زمان شده در 

ــد در میلی ــه واح ــراي ایزول ــر ب ــد در  387، 1لیت واح

لیتر براي واحد در میلی 373و  2لیتر براي ایزوله میلی

 ).5است (شکل  3ایزوله 

 
 هاي شناسایی شدهدرخت فیلوژنتیکی ترسیم شده براي ایزوله .2شکل 
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 زیم لیپاز در دماهاي مختلفسنجش فعالیت آن .3شکل 

 
 هاي مختلفpHسنجش فعالیت آنزیم لیپاز در  .4شکل 

 
 انکوبه مختلف هايسنجش فعالیت آنزیم لیپاز در زمان .5شکل 
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 گیريبحث و نتیجه
ها هستند که به هاي لیپاز گروه مهمی از آنزیمآنزیم

دلیل دارا بودن قابلیت هیدرولیز پیوندهاي استري در 

مانند  یدر صنایع مختلف ايکاربرد گستردهي آبی هامحیط

ها، شیمی فاکتانتورکشاورزي، بیوس، غذاییداروسازي، 

دارند بیودیزل  و(تولید پلیمرهاي زیست تخریب پذیر) 

. لیپازها به دلیل داشتن اختصاصیت بالا در انجام )30(

هاي واکنش، شرایط ملایم واکنش و عدم وجود واکنش

 و دارندزیادي را در صنایع مختلف زایاي مجانبی ناخواسته 

لیپاز رو به افزایش  هايتقاضا براي آنزیم به همین دلیل

 تمام موجودات زنده مانندلیپاز در هاي . آنزیم)31(است 

به  اما ها وجود دارندمیکروارگانیسم گیاهان، جانوران و

همچنین داشتن سوبستراهاي متنوع و  ،پایداري دلیل

ها میکروارگانیسمموجود در انتخابی بودن، لیپازهاي 

. انداي در صنایع مختلف پیدا کردهاهمیت ویژه

 هايآنزیم یقارچ ایی وباکتری هاي مختلفمیکروارگانیسم

شده تولید  لیپازهاي کنند ورا تولید میلیپاز خارج سلولی 

اي در زمینه تغییرات زیستی، به طور گسترده هاتوسط آن

گیرد قرار میاستفاده مورد بیوشیمیایی  لیزوري وکاتا

لیپاز در  هايتولید کننده آنزیمهاي میکروارگانیسم. )32(

پساب هاي صنعتی، پسابمانند  مختلفیهاي زیستگاه

فرآوري روغن،  هايکارخانههاي فرآوري چرم، کارخانه

هاي آلوده خاكپساب صنایع غذایی، لبنی،  صنایع پساب

به طور  ، غذاهاي فاسد، توده کمپوست ونفتیمشتقات به 

ها محل شوند و این مکانیافت می هاي روغنی کلی محیط

هاي مذکور است مناسبی براي شناسایی میکروارگانیسم

باکتري سه ایزوله شناسایی شده در این پژوهش از . )33(

و به دلیل اینکه  بودند  B. amyloliquefaciensگونه 

هاي گوشتی مواد حیوانی اولیه آوردههاي فردر کارخانه

ها و لیپیدها هستند و در داراي مقادیر زیادي از انواع چربی

مراحل فرآوري این مواد تجمع پیدا کرده و حذف و وارد 

هاي تولید کننده لیپاز شوند، شناسایی باکتريپساب می

، یک 2016در سال خارج سلولی دور از انتظار نخواهد بود. 

از پساب   Bacillusد کننده لیپاز باکتري استرین تولی

در . )34(غذایی غنی از چربی شناسایی و جداسازي شد 

تولید کننده لیپاز با  Bacillusاسترین ، یک 2007سال 

 شرکت روغن زیتونیک نمونه پساب فعالیت بالا از 

. گروه دیگري از )35(شناسایی و جداسازي شد 

گرم  ین باکتریاییاسترتعدادي  2009پژوهشگران در سال 

 از لجن فعال و نیزرا مثبت و منفی تولید کننده لیپاز 

شرکت لبنیات یک واحد تصفیه  هاي بی هوازيتانک

گزارشی  چنین در. هم)36(کردند جداسازي شناسایی و 

 .P، یک استرین تولید کننده لیپاز باکتري دیگر

aeruginosa  شناسایی و  رستورانیک از پساب

هاي فنوتیپی و نتایج تست. )37( جداسازي گردید

بیوشیمایی براي هر سه ایزوله کاملاً یکسان بود و نتایج 

یابی نیز نتایج به دست آمده از مراحل قبل را مورد توالی

تأیید قرار داد. این نتایج به وضوح مشخص کرد که 

هاي شناسایی شده هر سه مورد یکسان و مربوط به ایزوله

هستند. بررسی  B. amyloliquefaciensباکتري

فیلوژنتیکی نیز تمامی نتایج قبل را مورد تأیید قرار داد و 

هاي شناسایی شده با استرین نشان داد که ایزوله

ARP23  از باکتريB. amyloliquefaciens  در یک

 گروه تکاملی قرار گرفتند.  

در این پژوهش بیشترین میزان فعالیت آنزیم لیپاز 

درجه  45ایی شده در دماي هاي شناسبراي ایزوله

عوامل ترین یکی از مهمگراد مشاهده شد. سانتی

ها و از جمله لیپاز دماي تأثیرگذار بر فعالیت آنزیم

محیط فعالیت است که نقش بسزایی در کاربردهاي 

ها آنزیم هاي صنعتیبراي کاربرد ها دارد.صنعتی آن

ن تریاز مهمپیداکردن دماي بهینه براي فعالیت آنها 

در . )39, 38(نکاتی است که باید مورد توجه قرار گیرد 

درجه در  45دماي  تحقیق نیز فعالیت آنزیم در این

بیشترین حالت خود بود و با افزایش دما به آرامی 
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فعالیت آنزیم رو به کاهش گذاشت، به طوري که با 

اي در دماي رشد باکتري، میزان فعالیت درجه 5افزایش 

درصد کاهش نسبت به  40تا  30 آنزیم لیپاز حدود

درجه میزان  60داد. در دماي دماي بهینه نشان می

درصد فعالیت بهینه  30تا  20فعالیت آنزیم لیپاز حدود 

هاي رسد که ایزولهبود. با توجه به این موارد به نظر می

هاي لیپاز و آنزیم B. amyloliquefaciensباکتري 

درجه بهترین  50یر ها مزوفیل بوده و در دماهاي زآن

  فعالیت را دارند. 

اي بر در این مطالعه بیشترین میزان فعالیت آنزیم لیپاز

مشاهده شد. از  8رابر با ب pHهاي شناسایی شده در ایزوله

از، ها و از جمله لیپعوامل تأثیرگذار بر فعالیت آنزیم دیگر

pH  بهینه فعالیت است که نقش بسزایی در کاربردهاي

ر دهر چقدر که لیپازها  کند.ها بازي میصنعتی آن

هاي کاربرد برايفعال باشند،  pHي بیشتري از دامنه

ت آنزیم میزان فعالی .)40-38( تر هستندصنعتی مناسب

 9تا  7هاي بین pHده در هاي شناسایی شلیپاز در ایزوله

هاي دهد لیپاز ایزولهدر بیشترین مقدار بود که نشان می

هاي قلیایی pHدر  B. amyloliquefaciensباکتري 

ی لیایقپایداري و فعالیت مناسبی را دارد و به نوعی لیپاز 

 . )41(گردد محسوب می

در مطالعه حاضر بیشترین میزان فعالیـت آنـزیم لیپـاز 

سـاعت پـس از کشـت  48هاي شناسایی شـده براي ایزوله

هـاي خـارج مشاهده گردیـد. میـزان تولیـد و ترشـح آنزیم

هـا رابطـه مسـتقیمی بـا جمله لیپاز در باکتري سلولی و از

. این )42(ها دارد سرعت و روند رشدي این میکروارگانیسم

است که تا میزان جمعیت یک باکتري به  امر به این معنی

هـاي خـارج حد کافی نرسـد میـزان تولیـد و ترشـح آنریم

هـا بـه حـد بهینـه خـود نخواهـد سلولی مانند لیپاز در آن

ه به موارد مذکور به احتمال زیاد میزان رشـد رسید. با توج

اي به گونـه B. amyloliquefaciens هاي باکتريایزوله

ساعت بـه میـزان رشـد کـافی  48است که در مدت زمان 

 رسند. براي تولید بهینه آنزیم لیپاز می

ترشـح  داراي توانـاییها بسیاري از میکروارگانیسـم

اهمیـت از هـا اکتريب این بیناما در  هستندآنزیم لیپاز 

بـه دلیـل باکتریایی  لیپازهاي اي برخوردار هستند.ویژه

فردي مانند عدم نیاز به کوفـاکتور هاي منحصربهویژگی

ــزیم، پوشــش ــراي انجــام فعالیــت آن ي دهی محــدودهب

هاي آلـی، عـدم سوبستراها، پایداري در حلال وسیعی از

یـت فعالیـت داراي اولوهاي جانبی هنگام ایجاد واکنش

در این پژوهش براي اولـین بـار، سـه ایزولـه از  هستند.

تولید کننده لیپـاز  B. amyloliquefaciensباکتري 

هـاي گوشـتی کارخانـه فرآوردهپسـاب خارج سـلولی از 

آبـــاد جداســـازي و شناســـایی شـــدند و بهــار خرمگل

هــا و همچنــین هــاي فنــوتیپی، بیوشــیمیایی آنویژگی

هـا مـورد بررسـی از در آنلیپ هاي مختلف آنزیمویژگی

هاي آنـزیم تر ویژگیقرار گرفت. به منظور بررسی دقیق

، B. amyloliquefaciensهاي بـاکتري ایزولـه لیپاز

سـازي شـده و باید آنزیم مذکور از محیط کشـت خالص

هاي مختلف روي آنـزیم تخلـیص شـده صـورت بررسی

تواند در بهبود و گسـترش پذیرد. نتایج این پژوهش می

ــا با نــک میکروارگانیســمی کشــور مفیــد واقــع شــود. ب

ها استخراج و تخلیص لیپـاز خـارج سـلولی ایـن ایزولـه

توان از آن در صنایع مختلف بهره برد. همچنـین بـا می

شناسایی و جداسازي ژن تولیـد کننـده آنـزیم لیپـاز از 

تـوان آن را در فرآینـد مهندسـی هاي مـذکور میایزوله

هاي هدفمنـد، میـزان جاد جهشآنزیم وارد کرده و با ای

 فعالیت آن را به طور دلخواه تغییر داد. 

 تشکر و قدردانی
گروه بخشی از پایان نامه دکتري تخصصی این مقاله  
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Abstract 

Background: Lipases are one of the most important catalysts in the detergent, dairy, and textile 
industries due to their biocatalytic activity in aqueous and non-aqueous environments. The screening 
of different habitats to identify lipase-producing bacteria and optimizing their activity parameters 
facilitates the production and effective use of lipases in different industries. The present study aims 
to isolate and identify lipase-producing bacteria from wastewaters of a meat and investigate their 
characteristics. 
Materials and Methods: In the present study, wastewater samples from Golbahar Meat Factory in 
Khorramabad, Iran were screened for lipase-producing bacterial strains. The lipase-producing 
isolates were identified based on morphological and biochemical properties and 16S rRNA gene 
sequencing. The culture medium parameters such as pH, incubation time, and temperature were 
different for optimization. 
Results: Three isolates with high lipase activity were identified. These isolates were identified as 
Bacillus amyloliquefaciens using the nucleotide BLAST obtained for the 16S rRNA gene. the 
highest lipase activity for the identified isolates was recorded at 48 hours of incubation, 45 °C, and 
pH= 8.0. 
Conclusion: The alkaline lipases from Bacillus amyloliquefaciens isolates with relatively good 
temperature stability can be used in various industries. By identifying and isolating the lipase 
enzyme-producing gene from the mentioned isolates, it can be used in enzyme engineering process 
and the lipase activity can be changed by site-directed mutagenesis. 
Keywords: 16S rRNA, Bacillus amyloliquefaciens, Enzymatic activity, Lipase. 
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