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Isolation and Identification of Halophilic Bacteria Producing 
Asparaginase Enzyme from Urmia Lake

[1] Asparaginase-an enzyme for acrylamide reduction in food products [2] creening, 
enrichment and media optimization for L-asparaginase production [3] Extracellular 
production and characterization of two Streptomyces L-asparaginases [4] Extracellular 
production and characterization of two Streptomyces L-asparaginases [5] Marine microbial 
enzymes [6] Application of evolutionary optimization technique in maximizing the recovery 
of L-asparaginase from E [7] Persian gulf is a bioresource of potent L-asparaginase 
producing bacteria: Isolation & molecular differentiating [8] Isolation and purification of 
high efficiency L-asparaginase by quantitative preparative continuous-elution SDS PAGE 
electrophoresis [9] Biodiversity of moderately halophilic and halotolerant bacteria in the 
western coastal line of Urmia lake [10] Culturable prokaryotic diversity of Urmia salt lake 
[11] Marine microbial diversity and ecology: Importance and future perspectives [12] 
Screening of marine actinomycetes isolated from the Bay of Bengal, India for antimicrobial 
activity and industrial enzymes [13] A rapid plate assay for screening l‐asparaginase 
producing micro‐organisms [14] The comparison of bovine fecal and buffy coat samples for 
diagnosis of Johne’s Disease based on PCR [15] Growth characteristics, effects of 
temperature, and ion specificity of the halotolerant bacterium Halomonas elongata [16] 
Lactobacillus casei suppresses hfq gene expression in Escherichia coli O157: H7 [17] 
l-Asparaginase production by moderate halophilic bacteria isolated from Maharloo Salt 
Lake [18] Isolation and identification of native Iranian L-asparaginase producing bacteria 
[19] Production of extracellular L-asparaginase by halophilic bacterium vibrio sp [20] 
Production of anti-leukemia L-Asparaginase by a strain of Staphylococcus Isolated from 
Agricultural Soil

Aims The present study was aimed to investigate isolation and identification of halophil 
bacteria producing asparaginase from Urmia Lake and the effect of different salt concentrations 
and temperature on asparaginase production.
Materials & Methods The water and mud samples from Urmia Lake were cultivated in MH 
and SWN media for isolation of halotolerant bacteria. Then, the asparaginase production rate 
was investigated in saline M9. The asparaginase production rate by isolates was investigated in 
different salt concentrations (10, 20, 30, and 40%) and temperatures (30, 35, 37, 45, and 50°C). 
Two isolates with a high production rate of asparaginase were stained by gram stain method 
and were identified by 16S rRNA sequencing.
Findings In the present study, 57 isolates were obtained which 10 isolates showed asparaginase 
production. Among these, 2 isolates (A2 and A3) were selected as superior isolates. The isolate 
A3 has shown the largest halo (54mm) at 35°C and 10% salt concentration. Moreover, the 
isolate A2 has shown the largest halo (56mm) at 35°C and 40% salt concentration. The 16SrRNA 
sequencing showed that the A2 isolate was similar 98.9% to the Halomonas elongata strain, 
and the A3 isolate was similar 100% to the Bacillus aryabhattai strain.
Conclusion The bacteria isolated from Urmia Lake are potential source of asparaginase enzyme. 
H. elongate and B. aryabhattai strains isolated from Urmia Lake can be used to production of 
asparaginase without side effects for cancer patients.

A B S T R A C TA R T I C L E    I N F O

Article Type
Original Research

Authors
Moghadam P.1 MSc,
Khadivi Derakhshan F.*2 PhD

 Keywords  Asparaginase; Halophile; Therapeutic Uses; Urmia Lake 

*Correspondence
Address: Department of Biology, 
Faculty of Science, Urmia Branch, 
Islamic Azad University, Shahid 
Beheshti Street, Urmia, Iran. Posal 
Code: 5716963896.
Phone: - 
Fax: +98 (44) 32722738
khadivi.d.f@gmail.com

1Department of Microbiology, Urmia 
Branch, Islamic Azad University, Ur-
mia, Iran
2Department of Biology, Urmia 
Branch, Islamic Azad University, Ur-
mia, Iran

Article History
Received: November 06, 2019                    
Accepted: May 09, 2020     
ePublished: June 03, 2020

How to cite this article
Moghadam P, Khadivi Derakhshan F. 
Isolation and Identification of Halop-
hilic Bacteria Producing Asparagi-
nase Enzyme from Urmia Lake. Pat-
hobiology Research. 2019;22(4):19
7-202.

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781444309935.ch4
https://bit.ly/2X0s3Ek
https://link.springer.com/article/10.1007/s12010-010-9087-9
https://scialert.net/fulltextmobile/?doi=ajbkr.2010.169.177
https://bit.ly/36sZJh0
https://bit.ly/2Abu0EM
http://eprints.hums.ac.ir/2671/
https://bit.ly/2ZzOj9L
https://www.sid.ir/en/Journal/ViewPaper.aspx?ID=432554
https://www.sid.ir/en/journal/ViewPaper.aspx?id=409281
https://www.jstor.org/stable/24091982?seq=1
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-009-0113-4
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1046/j.1472-765X.1997.00331.x
https://sites.kowsarpub.com/gct/articles/79745.html
https://www.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1139/m80-130#.Xsz57UQzbcc
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/09674845.2019.1567903?journalCode=tbbs20
https://link.springer.com/article/10.1007/s12088-011-0158-6
https://www.sid.ir/en/Journal/ViewPaper.aspx?ID=352810
http://bjm.ui.ac.ir/article_20382.html
http://jmums.mazums.ac.ir/files/site1/user_files_0d0bf0/nouri70-A-10-5029-151-4efa061.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68001215
http://Not in MeSH
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68045506
http://Not in MeSH


 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــدرخشان  یویفاطمه خدو  مقدم سایپر ۱۹۸

   ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                ی  ستیز یشناسبیآس یهاپژوهش

دوست نمک یهایباکتر  ییو شناسا یجداساز 
  هیاروم اچهیاز در نازیآسپاراژ میآنز دکنندهیتول
  
  MSc مقدم سایپر

 ،یدانشگاه آزاد اسلام ه،یواحد اروم ه،یدانشکده علوم پا ،یولوژ یکروبیگروه م
  رانیا ه،یاروم

  PhD *درخشان یویفاطمه خد

 ،یدانشگاه آزاد اسلام ه،یواحد اروم ه،یدانشکده علوم پا ،یشناس ستیگروه ز
  رانیا ه،یاروم

  
  چکيده
دوست نمک هایباکتریجداسازی و شناسایی  مطالعه حاضر با هدف :اهداف

و  مختلف نمک هایغلظتتاثیر  و تولیدکننده آنزیم آسپاراژیناز از دریاچه ارومیه
  انجام شد. دما بر میزان آسپاراژیناز ترشحی

 ،دوستکننده نمک و نمکتحمل هایباکتریبرای جداسازی  :هاروشمواد و 
کشت داده  SWNو  MHهای محیطآب و لجن دریاچه ارومیه در  هاینمونه

نمکی بررسی شد.  M9در محیط  هاجدایهشدند. سپس قدرت ترشح آسپاراژیناز 
، ۳۵، ۳۰ دماهای و %۴۰و  ۳۰، ۲۰، ۱۰ نمکی هایغلظتدر  هاجدایهترشح میزان 
بررسی شد. دو جدایه با توان ترشح آسپاراژیناز بالا پس از  C۵۰°و  ۴۵، ۳۷
  شناسایی شدند. rRNA	16S یابی ژنآمیزی گرم، از طریق توالیرنگ
جدایه دارای توان ترشح  ۱۰آمده، دستهجدایه ب ۵۷از در مطالعه حاضر،  :هایافته

 برتر انتخاب شدند. جدایه هایجدایهعنوان به 3Aو  2Aه جدای ۲و بودند آسپاراژیناز 
3A دمای  در°C۳۵  2و جدایه  متر)میلی۵۴(نمک بزرگترین هاله  %۱۰و غلظتA 

را ایجاد  متر)میلی۵۲(نمک بزرگترین هاله  %۴۰و غلظت  ۳۵دمای همین در 
	16S ژن مولکولی بررسی براساس نتایج .اندکرده rRNA،  2جدایهA  شباهت
درصدی به ۱۰۰شباهت  3Aو جدایه  هالوموناس الونگاتادرصدی به سویه ۹/۹۸

  داشتند.باسیلوس آریابهاتای 
از آنزیم  ایبالقوهجداشده از دریاچه ارومیه منبع  هایباکتری :گیرینتیجه

اچه جداشده از دری باسیلوس آریابهاتایو  هالوموناس الونگاتا. هستندآسپاراژیناز 
توانند برای تولید آسپاراژیناز با عوارض جانبی کمتر برای درمان بیمارن ارومیه می

  مبتلا به سرطان استفاده شوند.
  دوست، دریاچه ارومیه، نمککاربردهای درمانیآسپاراژیناز،  :هاکلیدواژه
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  مقدمه
) با E.C.3.5.L.Lآمینوهیدرولاز آسپاراژین -Lآسپاراژیناز ( -Lآنزیم 

و آن را  شکندمیآسپاراژین  -Lواکنش آبکافت، پیوند آمیدی را در 
ترین این آنزیم از مهم .[1]کندمیآسپارتات و آمونیاک تبدیل  -Lبه 
پزشکی محسوب درمانی از نظر بیوتکنولوژی و زیست هایآنزیم
و سازمان بهداشت جهانی  (FDA). سازمان غذا و دارو شودمی

(WHO)  استفاده ازL- ثر لوسمی وآسپاراژیناز را برای درمان م
در  هابدخیمیترین لنفوبلاستیک حاد و لنفوسارکوما که از شایع

آسپاراژیناز  -Lآنزیم  .[2]اندکردهکودکان و نوجوانان است، تصویب 
 ایمادهمنظور جلوگیری از تشکیل در صنایع غذایی گیاهی به

آنزیم در بسیاری این  .[3]مید نیز کاربرد داردآزا به نام آکریلسرطان

 هاجونده، گیاهان و در سرم بعضی از هاباکتریجانوران،  هایبافتاز 
  .[4]شودنمیوجود دارد، ولی با این وجود در انسان یافت 

 هایآنزیمآسپاراژینازی نسبت به  -Lمیکروبی با فعالیت  هایآنزیم
دارند که از آن  هاییمزیتشده از منابع گیاهی و جانوری مشتق
، منابع رتارزانکاتابولیکی، هزینه  هایفعالیتبه تنوع  توانمیجمله 

 شارها آنهافراوان، مستمر و حتی کمیت و پایداری نسبتاً بیشتر 
شیا اشریو  ااروینیا کاروتوور شده از جداسازی آسپاراژیناز آنزیم. [5]کرد
که آنزیم  دهدمینتایج بالینی نشان  .[6]تولید تجاری دارند کلی
تجاری موجب بروز سمیت،  هایباکتریشده از این سازیخالص

. همچنین پاسخ درمانی شودمیسرکوب ایمنی و ایجاد مقاومت 
چار و اکثر بیماران د افتدمیندرت بدون اثرات سمی اتفاق بیماران به

منتشرشده حاکی  هایگزارش .[7]شوندمیعوارض جانبی ناخواسته 
به  اهآنزیمکنیتیکی و بیوشیمیایی  هایویژگیاز این است که 

ماهیت ژنتیکی سویه میکروبی مورد استفاده بستگی دارد. بنابراین 
راژیناز با تاثیرات درمانی اآسپ -Lنزیم منابع جدید آ شناسایینیاز به 

  .[8]وجود دارد ترمطلوبسرولوژیک  هایویژگیمشابه و 
می ایران و یکی از یدریاچه ارومیه بزرگترین و شورترین دریاچه دا

دریاچه  هفوق اشباع از نمک دنیا است که از این نظر ب هایدریاچه
 هایتوانمندی .[9]شباهت دارد ایالات متحدهنمک بزرگ 

پرشور باعث اهمیت  هایمحیط هایمیکروارگانیزم فناوریزیست
طور از آنجایی که آب دریاچه ارومیه به .[10]شده است آنهابررسی 

ویژه دریایی به هایمیکروب، بنابراین محصولات استطبیعی شور 
ر و د رندزدایی سلولی کمتری دا، ایمنی بیشتر و سمیتهاآنزیم

  .[11]هستند ترمناسبکارهای درمانی در انسان  مجموع برای
آسپاراژیناز، اولین گام  -L آنزیم با توجه به اهمیت و کاربرد روزافزون

م ز یافتن میکروارگانییعنی  سازی و تولید انبوه آنزیمبرای بومی
مناسب یا جدید با توان ترشح بالا و اثرات سیتوتوکسیتی کمتر 

 شناسایی و جداسازیحاضر  مطالعهبنابراین هدف از ضرورت دارد. 
 یک نعنوابه آسپاراژیناز، آنزیم تولیدکننده دوستنمک هایباکتری
  ارومیه است. دریاچه از ضدسرطان، داروی

  

  هاروشمواد و 

  های آب و لجننمونه آوریجمع
 نآ متنوع شناختیبوم شرایط و ارومیه دریاچه وسعت به توجه با

آن  غربی ساحلی نوار دریاچه، زیستی تنوع روی بر تمرکز برای
 نوار گیری،نمونه برای. شد انتخاب بردارینمونه محل عنوانبه

 سیمتق مختلف ناحیه چهار به دسترسی نظر از دریاچه غربی ساحلی
 انجام بردارینمونه منطقه پنج از حداقل نواحی این از کدام هر در و
ارومیه واقع در آذربایجان برداری از نقاط مختلف دریاچه . نمونهشد

نمونه آب دریاچه  ۶ تعداد. شد انجام ۱۳۹۷ماه سال غربی در فروردین
 دریاچه، از قسمت ساحلی و نواحی نزدیک ساحل لجننمونه  ۴ و

 شده بلافاصلههای تهیهنمونهشدند.  آوریجمعاستریل  هایبطریدر 
شناسی دانشگاه میکروب آزمایشگاه به C۴°در دمای در مجاورت یخ 

  آزاد، واحد ارومیه، منتقل شدند.
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  های باکتریاییسویه جداسازیکشت و 
 اقلیمی شرایط براساس استفاده مورد هایکشت محیط شرایط
 هاباکتری این مختلف انواع هاینیازمندی همچنین و دریاچه
	Moderateکشت  هایمحیط. شد انتخاب Halophilic	

Medium )MHلیتر محیط کشت ؛ یکMH  گرم، ۱شامل گلوکز
گرم، پپتون ۰۶/۰کربنات بیگرم، سدیم۱۰۱گرم، نمک ۱۰عصاره مخمر 

گرم، کلریدمنیزیم ۶/۹سولفات گرم، منیزیم۳/۰گرم، کلریدکلسیم ۵
گرم و  ۱۵گرم، آگار ۲گرم، کلریدپتاسیم ۰۲۶/۰بروماید گرم، سدیم۷

لیتر ؛ یکSWN( Agar	Nutrient	water	Seaلیتر) و ۱آب مقطر 
گرم، ۰۵/۰گرم، کلریدکلسیم ۲۰شامل نمک  SWNمحیط کشت 

گرم، ۲گرم، عصاره گوشت ۳گرم، کلریدمنیزیم ۵منیزیم سولفات
گرم ۱۵گرم، آگار ۵/۰گرم، کلریدپتاسیم ۵گرم، پپتون ۱عصاره مخمر 
 ممکن هایجدایه بیشترین جداسازی منظورلیتر) به۱و آب مقطر 

 از حاصل رسوب از آب، هاینمونه تلقیح برای. شد استفاده
. شد ادهاستف کشت محیط به مستقیم تلقیح برای آب سانتریفیوژ
 هایکلونی. شدند گرماگذاری C۳۴° دمای در شدهتلقیح هایمحیط
 ۷۲ و ۴۸ ،۲۴ زمانی هایدوره در جامد هایمحیط روی رشدکرده
 به دسترسی منظوربه. شدند سازیخالص و جداسازی ساعت

 تفادهاس با هاپلیت کندرشد، انواع جداسازی و تنوع میزان بیشترین
 ردو پارافیلم از با استفاده و نگهداری محیط در رطوبت تامین از

 ایدو هفته زمانی هایبازه در و نگهداری ماه ۶ مدت به هاپلیت
 هایکلونی مرحله هر در. شدند جداسازی جدید هایکلونی و بررسی
 و حاشیه قوام، رنگ، اندازه، شکل،( شناسیریخت مشخصات دارای

 طشرای در هاکلونی این. شدند جداسازی متفاوت) سطحی برآمدگی
 هاینمونه تلقیح شدند. همچنین نگهداری جداسازی محیط مشابه
 روی بر ۱۰-۵ رقت تا متوالی هایرقت روش از استفاده با لجن
  .[12]شد انجام جداسازی برای استفاده مورد هایمحیط

  آسپاراژیناز -Lکننده آنزیم ترشح هایباکتریغربالگری 
 روش با استفاده ازشده جداسازی هایکلنیآسپاراژینازی  -Lفعالیت 

گرم ۵/۰نمکی با  M9محیط کشت جامد اختصاصی  بر رویپلیت 
گرم ٦گرم آسپاراژین، ١٠شامل  M9لیتر محیط کشت یک(نمک 

O2.2H4HPO2Na ،لیترمیلی٢ o2.7H4MgSO ،رد، گرم فنل١٢/٠
، 4PO2KHگرم ٧٥/٠، کلریدسدیمگرم ٥/٠، %٢٠مالتوز  لیترمیلی١٠
مورد بررسی  لیتر آب مقطر)۱ و گرم آگار٢٠، O2.H2CaCl لیترمیلی١

مدت  به کشت و M9محیط  ها رویترتیب، جدایه بدینقرار گرفت. 
 بهآسپاراژینازی  -Lفعالیت قرار داده شدند.  C۳۵° دمای در روز ٢-٣

 اقدف پلیت یک از. شد مشخص هاکلنی اطراف صورتی ناحیه وسیله
 3NaNOآسپاراژین و حاوی  یک پلیت فاقد و) ردفنل( شناساگر

  .[13]شد استفاده گروه کنترل عنواننیتروژن) به منبع عنوان(به
  تاثیر درصدهای مختلف نمک بر آسپاراژیناز ترشحی بررسی

حی ترش آسپاراژیناز بر نمک مختلف درصدهای تاثیر برای بررسی
، ۳۰، ۲۰، ۱۰با درصدهای  M9محیط آمده، دستهای بهتوسط جدایه

 غلظت در M9 محیط که است ذکر قابل .شد تهیه نمک %۵۰ و ،۴۰

 نازآسپاراژی کنندهترشح هایجدایه نداشت. کافی استحکام نمک ۵۰%

روز  ۲-۳ از پسو  شدند کشت داده M9در درصدهای مختلف نمک 
  .[13]مورد بررسی قرار گرفتند، C۳۰°دمای  گذاری درگرمخانه
  دما بر میزان آسپاراژیناز ترشحی تاثیر بررسی
های ترشحی، جدایه آسپاراژیناز بر دما تاثیر منظور بررسیبه
، ۳۷، ۳۵، ۳۰ در دماهای ،در درصدهای مختلف نمکی آمدهدستبه
 بررسی ند و موردشدگذاری روز گرمخانه ۲-۳به مدت  C۵۰°، و ۴۵
  .[13]گرفتند قرار

  تولیدکننده آسپاراژیناز های برترباکتریشناسایی بررسی و 
ی گرم آمیز تولیدکننده آنزیم آسپاراژیناز از طریق رنگ های برترجدایه

ولکولی م. شناسایی قرار گرفتندبررسی  ، موردمیکروسکوپی بررسیو 
برای این . انجام شد 16Sژن از طریق ها این جدایهجنس و گونه 

استخراج شد و  استفاده از روش جوشاندنبا  یژنوم DNA منظور،
کمیت و کیفیت آن به ترتیب با استفاده از نانودراپ و الکتروفورز بر 

با استفاده از  16Sمورد بررسی قرار گرفت و ژن  %۱روی ژل آگارز 
	:F27و پرایمرهای عمومی  (PCR)ی پلیمراز اروش واکنش زنجیره

5'‐AGAGTTTGATCCTGGCTCAG‐3'  وR1492:	 5'‐

GGTTTCCTTGTTACGACAT‐3' محصول  تکثیر و
شد. تعیین توالی ارسال  باز برایجفت ۱۵۰۰آمده با اندازه دستبه

 رفتپرایمر میکرولیتر شامل ۲۵در حجم کل  PCRواکنش 
میکرولیتر، آب ۲الگو  DNAیکرولیتر، م۱برگشت میکرولیتر، پرایمر ۱

 شد. انجام میکرولیتر۵/۱۲ مسترمیکس و میکرولیتر۵/۸ مقطر
لیه او شده شامل یک چرخه واسرشتهمچنین برنامه دمایی استفاده

 C۹۴°دمای  در چرخه واسرشت ۳۰دقیقه،  ۵به مدت  C۹۴°در دمای 
 ۴۵ مدت به C۵۵° دمای در چرخه اتصال ۳۰ثانیه،  ۳۰ مدت به

ثانیه و یک چرخه  ۹۰ مدت به C۷۲°دمای  در چرخه سنتز ۳۰ثانیه، 
دقیقه بود. اندازه قطعه  ۱۰ مدت به C۷۲°دمای  در سنتز نهایی

مورد بررسی  %۲تکثیرشده با استفاده از الکتروفورز بر روی ژل آگارز 
الی قطعه تو. شدبه شرکت توپاژن ارسال  یابیتوالی برایقرار گرفت و 

مورد بررسی  EZBiocloudتکثیر شده با استفاده از پایگاه اطلاعاتی 
  .[14]شناسایی شد های مربوطهایزولهجنس و گونه قرار گرفت و 

  

	هایافته
  آمدهدستهای بهایزوله

جدایه در محیط  ٩و  MHجدایه در محیط  ١٠براساس نتایج حاصل، 
SWN  جدایه در محیط  ٢٠دست آمد. همچنین ه لجن ب هاینمونهاز
MH  جدایه در محیط  ١٨وSWN  جداسازی شد.آب  هاینمونهاز  
  های تولیدکننده آسپاراژینازایزوله

، 1A جدایه ٣ ،SWNآمده بر روی محیط دستبه جدایه ٢٧بین از 
1C 2 وD  ز ا همچنین داشتند.ترشح آسپاراژیناز  بهتری از نظرقدرت
، 3A ،3B ،2A ،4B جدایه MH، ۷آمده روی محیط دستبه جدایه ۳۰
2B ،1B  1وD  نشان دادندترشح آسپاراژیناز  از نظررا بهتری قدرت. 

 ٢٤ هایزماندر  M9محیط روی  تولیدکننده آسپاراژیناز هایجدایه
نشان داده  ١در شکل  C٣٥°ساعت پس از کشت در دمای  ٤٨و 
  .اندهشد



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــدرخشان  یویفاطمه خدو  مقدم سایپر ۲۰۰

   ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                ی  ستیز یشناسبیآس یهاپژوهش

  
و  ٢٤ هایزماندر  M9محیط بر روی  تولیدکننده آسپاراژیناز هایجدایه )۱شکل 
 2Aتولید آسپاراژیناز توسط جدایه  الف) ؛C٣٥°ساعت پس از کشت در دمای  ٤٨

  (ب) ساعت ۴۸ (الف) و ۲۴پس از  M9روی محیط 

  
	مختلف نمکی هایغلظتتولید آسپاراژیناز در 

 هایترشحی ایزوله های ایجادشده توسط آسپاراژینازهالهاندازه قطر 
در جدول  M9 محیط مختلف نمکی هایشده در غلظتکشت داده

بیشترین میزان تولید  3Aو  2Aهای جدایه .نشان داده شده است ١
  نمکی نشان دادند. مختلف هایغلظت را در آسپاراژیناز

  
های ترشحی ایزوله متر) توسط آسپاراژینازهای ایجادشده (میلیهالهقطر  )۱جدول 

	مختلف نمکی هایشده در غلظتکشت داده

  جدایه
  غلظت نمک (درصد)

٤٠  ٣٠  ٢٠  ١٠  

3A	۵۴	۴۰  ۳۵  ۳۱	

3B  ۳۰	۲۷  ۲۰  ۳۵	

2A  ۸	۱۰  ۲۵  ۵۲	

4B  ۲۷  ۱۰  بدون هاله  بدون هاله	

2B  ۱۵  ۷  بدون هاله  بدون هاله	

1B  ۱۰  ۸  بدون هاله  بدون هاله	

1D  ۲۸  ۹  بدون هاله  بدون هاله	

1A  ۱۲  ۵	بدون هاله	بدون هاله	

1C  ۸  ۵	بدون هاله	بدون هاله	

2D  ۱۳  ۷	بدون هاله	بدون هاله	

  
	تولید آسپاراژیناز در دماهای مختلف

 هایترشحی ایزوله های ایجادشده توسط آسپاراژینازهالهاندازه قطر 
 .نشان داده شده است ٢در جدول مختلف  شده در دماهایکشت داده
 دمای را در بیشترین میزان تولید آسپاراژیناز 3Aو  2Aهای جدایه
°C3نشان دادند. همچنین اندازه هاله ایجادشده توسط جدایه  ٣٥A 

  ای مشاهده نشد.ناچیز بود و در سایر دماها هاله C۳۷°در دمای 
	دما و غلظت نمکی بهینه تولید آسپاراژیناز

بیشترین میزان تولید آنزیم  3A و 2Aهای جدایه طور کلی،به
نمک  %۱۰و غلظت  C٣٥°دمای در  3A . جدایهداشتندآسپاراژیناز را 

دمای در  2A جدایهرا نشان داد.  مترمیلی۵۴بزرگترین هاله به قطر 
°Cرا  مترمیلی۵۲نمک بزرگترین هاله به قطر  %۴۰و غلظت  ٣٥

  ایجاد کرد.
  آسپاراژینازهای برتر تولیدکننده جنس و گونه جدایه

 های برتر تولیدکنندهنتایج حاصل از بررسی فنوتیپی جدایه
و گرم  ایرشتهباسیل، صورت به 3Aجدایه آسپاراژیناز نشان داد که 

). ۲(شکل است صورت کوکسی گرم مثبت هب 2Aمثبت و جدایه 
به  3Aجدایه ها نشان داد که همچنین بررسی ژنوتیپی این جدایه

به  2A ۹/۹۸%جدایه  و باسیلوس آریابهاتایبه باکتری  %۱۰۰میزان 
  شباهت دارد. الونگاتاهالوموناس باکتری 

  
های ترشحی ایزوله توسط آسپاراژینازمتر) (میلیهای ایجادشده هالهقطر ) ۲ جدول

  مختلف شده در دماهایکشت داده

  جدایه
  )C°دما (

٥٠  ٤٥  ٣٧  ٣٥  ٣٠  

3A	بدون هاله  هالهبدون   بدون هاله  ٥٤  بدون هاله  

3B  بدون هاله  بدون هاله  بدون هاله  ٣٧  بدون هاله  

2A  بدون هاله  بدون هاله  ٥٢  ٥٢  بدون هاله  

4B  بدون هاله  بدون هاله  بدون هاله  ٢٧  بدون هاله  

2B  بدون هاله  بدون هاله  بدون هاله  ١٥  بدون هاله  

1B  بدون هاله  بدون هاله  بدون هاله  ١٠  بدون هاله  

1D  بدون هاله  بدون هاله  بدون هاله  ٢٨  بدون هاله  

1A  ۱۲  بدون هاله	بدون هاله  بدون هاله  بدون هاله  

1C  ۸  بدون هاله	بدون هاله  بدون هاله  بدون هاله  

2D  ۱۳  هاله بدون	هاله بدون  هاله بدون  هاله بدون  

  

	
: 3Aجدایه  های برتر تولیدکننده آسپاراژیناز؛ الف)آمیزی گرم جدایهرنگ) ۲شکل 

  مثبت گرم : کوکسی2Aجدایه  ؛ ب)و گرم مثبت ایرشتهباسیل، 

  

  بحث
 هایآنزیمو اقتصادی برای تولید  در دسترسمنبعی  هاباکتری

عنوان پزشکی به . آنزیم آسپاراژیناز درروندمیمختلف به شمار 
درمان لوسمی لنفوبلاستی حاد (سرطان خون) برای ثر ودارویی م
 -Lمحققان در تلاش برای دستیابی به  بنابراین. شودمیشناخته 

ه در ک هاییمیکروارگانیزم. هستندآسپاراژیناز با توان درمانی بالا 
منبع مناسبی برای تولید این  کنندمیشور زندگی  هایمحیط
  .[6]هستند هاآنزیم

 هاینمونهدوست از نمک هایباکتریدر مطالعه حاضر جداسازی 
انجام شد  SWNو  MH هایمحیطروی  دریاچه ارومیه آب و لجن

 هایباکتریدست آمد. جداسازی  هب هانمونهجدایه از این  ۵۷و 
دوست تولیدکننده آسپاراژیناز با استفاده کننده نمک و نمکتحمل

در ادامه تاثیر  شد.انجام  گرم نمک۵/۰نمکی با  M9از محیط کشت 
 گذاریگرمخانه مختلف هایزمانو ها دما و نمک های مختلفدرصد

مورد  M9در محیط کشت آسپاراژیناز بر میزان تولید و ترشح آنزیم 
) توانایی %۵/۱۷جدایه ( ۱۰جدایه،  ۵۷ میان از بررسی قرار گرفت.
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 2Aهایجدایهتولید و ترشح آنزیم آسپاراژیناز را داشتند. از این میان 
عنوان به و نشان دادندبیشترین میزان تولید آنزیم آسپاراژیناز را  3A و

و غلظت  C۳۵°در دمای  3A برتر انتخاب شدند. جدایه هایجدایه
همین در  2Aو جدایه  مترمیلی۵۴نمک بزرگترین هاله به قطر  ۱۰%
را ایجاد  مترمیلی۵۲نمک بزرگترین هاله به قطر  %۴۰و غلظت  دما
دلیل تحمل نمک و هبدر این مطالعه، آمده بدست هایجدایه. کرد

ا ر  بالایی نمک پتانسیل کاربرد صنعتی %۴۰مقاومت در غلظت 
 C۳۵°در دمای آنها و نیز فعالیت آسپاراژیناز ترشحی  ندداشت
. در استدر مصارف پزشکی و دارویی  یدهنده پتانسیل آنزیمنشان

 نشان داد که هاجدایهنهایت شناسایی فنوتیپی و مولکولی این 
و جدایه  گاتاهالوموناس الون به سویه %۹/۹۸به میزان  2Aجدایه 

3A ۱۰۰%  ها نشان بررسی شباهت دارد. باسیلوس آریابهاتایبه
 یهایپروتئوباکتر یک جنس از  هاهالوموناساند که داده
نمک  %۵۰تا  ۲۵دوست و مقاوم به نمک هستند و در محدوده نمک
 هایباکترییک جنس از  هاباسیلوس. همچنین کنندیمرشد 
اختیاری  هوازیبیشکل و گرم مثبت هوازی اجباری یا  ایمیله

  .[16	,15]هستند
 ایهباکتریشناسایی  منظوربهمطالعات بسیاری در ایران و دنیا 

تولیدکننده آنزیم آسپاراژیناز از منابع مختلفی همچون آب دریا، 
 نژادابراهیمی. اندهات دریا، خاک مزرعه و غیره انجام شدبخاک، رسو
دوست باکتری نمک ٣٢نشان دادند که از میان  و همکاران
) توانایی %٤/٣٤سویه ( ١١شده از دریاچه نمکی مهارلو، جداسازی

) متعلق به %٩/٧١( آنهاتولید آنزیم آسپاراژیناز را داشتند که اکثر 
شرایط محیط کشت بهینه برای تولید این  و ندجنس باسیلوس بود

در  همچنین .[17]گزارش شدنمک  %٥/٠و غلظت  C٣٥°آنزیم دمای 
 هایآبشده از باکتری جداسازی ٥٧و همکاران از  ایزدپناه مطالعه
) توانایی تولید آنزیم آسپاراژیناز را %٢٢سویه ( ١٣فارس، خلیج
به جنس باسیلوس متعلق ) %٥/٦١سویه ( ٨از این میان  و داشتند

شرایط محیط کشت بهینه برای تولید این آنزیم آسپاراژیناز بودند و 
  .[7]بودو غلظت صفر درصد نمک  C٣٥°دمای 

و همکاران نشان دادند که باکتری  کومار سنتیدر یک مطالعه 
بیشترین میزان تولید آنزیم  استرپتومایسس رادیوپوگنانس

 .[8]دارد C٣٠°ساعت و دمای  ١٦٨تا  ٩٦ هایزمانآسپاراژیناز را در 
عه تولید آنزیم آسپاراژیناز در مطالمیزان با توجه به اینکه بیشترین 

 این دما با درنظرگرفتن اینکه بود و همچنین C٣٥°دمای در حاضر 
که  گفت توانمی، است ترنزدیکبدن انسان  فیزیولوژیک به دمای
 هایجدایهشده در مطالعه حاضر نسبت به شناسایی هایجدایه

و همکاران کاربرد بهتری در مصارف پزشکی و  ارکوممطالعه 
مولکولی خواهند داشت. همچنین با توجه به اینکه در  هایبررسی

ساعت  ۴۸مطالعه حاضر بیشترین تولید آنزیم آسپاراژیناز در زمان 
 شده درشناسایی هایجدایهگفت که  توانمیبود،  گذاریگرمخانه

و همکاران از لحاظ  کومار هایجدایهمطالعه نسبت به این 
  هستند.جویی در زمان بسیار بهتر صرفه

و همکاران نشان دادند که بیشترین میزان  یزدانیدر مطالعه دیگری 

 هایباکتریمربوط به متر میلی٣٦با قطر تولید آنزیم آسپاراژیناز 
در حالی  ،[18]است C٤٥°ترموفیل جداشده از خاک و آب در دمای 

دوست تولیدکننده آنزیم نمک هایباکتریکه در این مطالعه 
 مترمیلی۵۴بزرگترین هاله را با اندازه قطر  C٣٥°دمای  در آسپاراژیناز

ده در ششناسایی هایجدایهگفت که  توانمیایجاد کردند. بنابراین 
 هایایهجدمطالعه حاضر مقدار بیشتری آنزیم آسپاراژیناز را نسبت به 

  .کنندمیتولید و همکاران  یزدانی
و همکاران بیشترین میزان تولید آنزیم  لفقاراذودر مطالعه 

 وجنس ویبریو از دوست نمک هایباکتریآسپاراژیناز مربوط به 
نمک  %۵/۲و  C٣٥°دمای شرایط بهینه برای تولید این آنزیم 

مطالعه  در شدهدوست جداسازینمک هایباکتریبنابراین  .[19]بود
بیشترین تولید آنزیم را در  ،و همکاران لفقاراذوحاضر و مطالعه 

در مطالعه حاضر دارند. با این حال ) C۳۵°دماهای یکسان (
دوست مورد بررسی بیشترین تولید آنزیم نمک هایباکتری

 دوستنمک هایباکتریآسپاراژیناز را در غلظت بیشتری نسبت به 
  و همکاران نشان دادند. لفقاراذو مطالعه

 هایسویهو همکاران نشان دادند که  موحد قرباندر یک مطالعه 
کشاورزی بیشترین میزان  کشده از خااستافیلوکوکوس جداسازی

 C۳۵°تولید آنزیم آسپاراژیناز را در صفر درصد نمک و دمای 
از سوی دیگر در مطالعه حاضر بیشترین تولید آنزیم  .[20]دارند

در دوست مورد مطالعه نمک هایباکتریآسپاراژیناز توسط 
این میزان در مقایسه با  .نمک مشاهده شد %۴۰و  ۱۰ هایغلظت

و همکاران بسیار  قربان موحدشده توسط غلظت صفر درصد گزارش
شده در مطالعه حاضر بیشترین شناسایی هایجدایهو است بیشتر 

تولید آنزیم آسپاراژیناز را در غلظت نمک بالاتری نسبت به 
   و همکاران قربان موحدی توسط دوست مورد بررسنمک هایباکتری

  نشان دادند.
  

  گیرینتیجه
 اصلحبا توجه به اهمیت و کاربرد روزافزون آنزیم آسپاراژیناز، نتایج 

گامی برای تولید بومی این آنزیم با توان بالا و اثرات  تواندمی
حمل دلیل تهآمده بدستهب هایجدایهسیتوتوکسیتی کمتر باشد. 

 ددارن نمک پتانسیل کاربرد صنعتی %۴۰غلظت نمک و مقاومت در 
دهنده نشان C۳۵°و نیز فعالیت آسپاراژیناز ترشحی در دمای 

  .استدر مصارف پزشکی و دارویی  ی آنپتانسیل آنزیم
  

یاری  همطالع این انجام در که کسانی کلیه نویسندگان از :قدردانی و تشکر
  کنند.می قدردانی و تشکر اند،نموده
  موردی توسط نویسندگان گزارش نشده است. :اخلاقی تاییدیه
 منافعی تعارض گونهکه هیچ دارندمی اعلام نویسندگان :منافع تعارض
  ندارد. وجود
  /ناسشاول)، نگارنده مقدمه/روش نویسنده(مقدم  پریسا :نویسندگان سهم

 نگارنده ،)دوم نویسنده( درخشان خدیوی فاطمه ؛)%۷۰(اصلی  پژوهشگر
  )%۳۰آماری ( تحلیلگر/بحث
  .تشده اس انجام نویسندگان شخصی هزینه با حاضر مطالعه :مالی منابع
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