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  کیتیناز از ناحیه جنوبی دریاي خزراسازي و شناسایی باکتري هاي مولد جد
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  زینت دهقانی جویباري
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  تقد�ر و �شکر

�دا را شا�رم که � لطف و عنایت بى م��ش، توف�ق را رف�ق راهم ساخت � بتوانم ا�ن پا�ن �مه را به پا�ن 

  . �رسانم

راه�يى های     کهكاخکی به رسم ادب �ر خود واجب می دانم که از اس�تاد �زرگوارم ج�اب �قٓای دکتر مخدومی 

  .دلسوزانه خود را هیچ گاه از بنده دریغ �کردند کمال �شکر و س�پاسگذاری را داش�ته �شم

از اس�تادان محترم ج�اب �قٓای دکتر پور�لام، دکتر مشرقى و سركار �انم دکتر �امی �حمدی به �اطر راه�يى و 

  .مشاوره های ارزنده نهایت �شکر را دارم

              �سانى است که اگر حمایت ها�شان نبود، قطعا ا�ن پا�ن �مه به سرانجام�شکر و�ژه بنده پ�شکش 

  .نمی رس�ید؛ �انواده ام خصوصا پدر و مادر عز�زم که هم�شه و هم�شه پناه من در تمام مرا�ل زندگی بودند

به �اطر كمک های از اس�تادان محترم ج�اب �قٓای دکتر �سٓوده، سركار �انم دکتر ح�دری و �انم �ندس �ردلى 

  .بى دریغشان کمال قدردانى را دارم

ز�ست از دوس�تان عز�زم در �زٓما�شگاه م�کروبیولوژی، بیو�ک�ولوژی، سلولى و مولکولى، بیوش�يمی و �ژوهشکده 

  .خصوصا �انم ها سف�د�ن و خمر کمال �شکر و قدردانى را دارم ف�اوری

  .�ری نموده اند ا در به انجام رساندن ا�ن �مو � �شکر �الصانه �دمت همه �سانى که به نوعی مر 

  

  

  

  



 

 
 

  

  

  

  

  

  اکنون � ا�ترام فراوان ا�ن پا�ن �مه را تقديم می کنم به �نهاهس�تى بخش �الم..... 

  

  پروردگارم

  همچنين به محضر امام رئوفم، هش�تمين �فٓ�اب �الم �ب

  و پ�شکشی �و�ک به پدر و مادر عز�زم

  .های وجودشان �شم ام�دوارم قادر به درک زیبايى

  

  

  

  

  

  



 

 
 

  چکیده

  کیتیناز از ناحیه جنوبی دریاي خزر جداسازي و شناسایی باکتري هاي مولد

سطح زمین را به خود اختصاص داده اند و به عنوان منبع عظیمی از آنزیم  71% حدود محیط هاي آبی

در این میان آنزیم کیتیناز به علت کاربردهاي وسیع آن در . هاي مفید، تاکنون ناشناخته باقی مانده اند

پزشکی، بیوتکنولوژي، کشاورزي، مدیریت پسماند و حشره کش هاي زیستی توجهات زیادي را به خود 

  . است جلب کرده

در این پژوهش به منظور جداسازي باکتري هاي مولد آنزیم کیتیناز از دریاي خزر، نمونه گیري از سه 

پس از . از چهار منطقه بهشهر، بابلسر، تنکابن و نوشهر انجام شددریاي خزر و متر  30و  15، 5/0عمق 

جدایه به دست  300 تهیه رقت هاي مناسب و کشت نمونه ها بر روي محیط هاي کشت مختلف، حدود

  .جدایه قادر به تشکیل هاله در محیط انتخابی حاوي کیتین کلوئیدي بودند 9آمد که تنها 

بهینه  در.بهینه سازي انتخاب شدند به منظور ،تولید بیشتر با KP6و  DCانجام تست کمی دو سویه  با

، مقدار pHرصد کیتین، ، منابع کربن و نیتروژن مختلف، دNaCl%تاثیر فاکتورهاي  سازي تک متغیر

سویه  تولید .رشد سویه و تولید آنزیم مورد سنجش قرار گرفت بر ،تلقیح، دما و یون هاي فلزي مختلف

DC  و سویه  084/0واحد آنزیمی به  023/0ازKP6  واحد آنزیمی افزایش یافت 106/0به  028/0از .

با روش  pH، کیتین، دما و NaClآنزیم ، چهار فاکتور تولید براي بررسی اثر برهمکنش فاکتورها بر 

 215/0به  084/0از  DCکه طی آن فعالیت آنزیمی سویه  ندطراحی سطح پاسخ مورد بررسی قرار گرفت

  . واحد آنزیمی افزایش یافت 148/0به  106/0از  KP6واحد آنزیمی  و سویه 

و یون هاي فلزي بر فعالیت آنزیم مورد  pHما، خالص سازي نسبی آنزیم با آمونیوم سولفات انجام و اثر د

 C 40 ،9˚:به ترتیب شامل KP6و  DCبراي آنزیم جدا شده از سویه  pHبهینه دما و . بررسی قرار گرفت

در  +Na، فقط یون EDTA و +Ca2+ ،Mg2+ ،Zn2+ ،Mn2+ ،Naدر میان یون هاي فلزي . بود C 30 ،9˚و

  .آنزیم نشان داد اثر مثبتی را بر فعالیت DCسویه 

  16S rRNAبا استفاده از تکثیر و تعیین توالی ژن  در پایان سویه هاي تولید کننده آنزیم کیتیناز،

سویه  و Pseudoalteromonas lipolitica را با  )1/99%(بیشترین شباهت  DCسویه  .شدندشناسایی 

KP6 با  )3/98%( بیشترین شباهت را Rheinheimera nanhaiensis نشان دادند.  

  

  رشد و تولید آنزیم ، خالص سازي آنزیم کیتین، کیتیناز، دریاي خزر، بهینه سازي: کلمات کلیدي
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  مقدمه 1- 1

 97(%میلیون کیلومتر مکعب  137میلیون کیلومتر مربع خط ساحلی و ذخیره آبی  361اقیانوس ها با 

متر و  3700متوسط عمق آن . اندبه عنوان بزرگترین اکوسیستم در زمین در نظر گرفته شده) آب کره

قلمرو دریایی . اشدبمتر در اقیانوس آرام غربی به نام گودال ماریانا می 11000ترین نقطه آن حدود عمیق

ها سال پیش، به عنوان منشا زندگی در است و از میلیونسطح زمین را به خود اختصاص داده 71%حدود 

باشد می میکروسکوپینظر گرفته شده است و شامل اشکال مختلف زندگی به ویژه اشکال زمین در

(Surajit et al. 2006) .به  استاز نظر تنوع پروکاریوتی  اکوسیستم دریایی، یکی از غنی ترین محیط ها

ها این باکتري. باکتري در سطوح آبی اقیانوس ها برآورد شده است 5/3 × 1035 هافراوانی آنطوري که 

  .  (Souza et al. 2011)نقش مهمی در حیات میکروارگانیسم هاي دیگر دارند

ها را وادار می کند تا سیستم هاي آنزیمی گوناگونی براي سازگاري با محیط هاي تکامل میکروارگانیسم

دریایی می توانند به عنوان بیوکاتالیست هاي  میکروارگانیسم هايبنابراین آنزیم هاي . پیچیده تولید کنند

و میکروارگانیسم  توانند از گیاهان، جانورانآنزیم ها می. نظر گرفته شوندالعاده درهاي فوقجدید با ویژگی

 ،وشیمیایی وسیع، امکان کشت انبوهها جداسازي شوند اما در این میان میکروارگانیسم ها به علت تنوع بی

بر دیگر موجودات زنده  و پایداري بیشتر نسبت به مشتقات گیاهی و جانوري، آسانی دستکاري ژنتیکی

  ). (Chen  et al. 2010دارند برتري

دریایی شامل میکروارگانیسم هایی با ساختار ژنتیکی و  هاي خاکی، محیط هاي در مقایسه با محیط 

پیچیدگی محیط هاي دریایی شامل شوري بالا، فشار بالا، دماي پایین . دنمحیط زندگی بی نظیر می باش

و موقعیت هاي نوري خاص تفاوت چشمگیري را بین ترکیبات تولید شده توسط میکروارگانیسم هاي 

  Trincone).   (2011یجاد نموده است ادریایی و خاکی 
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  بیوتکنولوژي دریا  2- 1

یا  1پیشرفت ها در قرن اخیر باعث ایجاد شاخه اي در بیوتکنولوژي به نام بیوتکنولوژي دریایی

کشف توانایی ارگانیسم : تعریفی که براي این تکنولوژي ارائه شده شامل. شده است 2بیوتکنولوژي آبی

 .هاي دریایی در سطح سلولی و مولکولی براي حل مشکلات موجود، یا تولید محصولات جدید، می باشد

هنوز ناشناخته باقی مانده ) خصوص میکروارگانیسم هاه ب(در حقیقت بخش اعظمی از موجودات دریایی 

منحصر به ست که هزاران ترکیب شیمیایی ا باشند و این در حالی که به تدریج در حال شناسایی میاند 

  .دست آمده استبه تنها از تعداد کمی از این موجودات  فرد

توان نسبت به تولید محصولات  هاي مهندسی ژنتیک و بیوتکنولوژي می که با استفاده از تکنیکیی از آنجا

با کیفیت و کمیت بهتر و قیمت ارزانتر اقدام نمود، و از طرفی دریاها از  ...و  صنعتی ،پزشکی ،کشاورزي

هاي  تواند نیاز هاي بیوتکنولوژي می باشند، استفاده از روش پتانسیل زیادي در این زمینه برخوردار می

باکتري ها، توان از موجودات دریایی مانند جلبک ها،  با کمک بیوتکنولوژي می. زیادي را برطرف نماید

  .ها و مرجان ها به طور مستقیم و یا غیر مستقیم استفاده نمود اسفنج ها، ماهی

  

 کاربردهاي بیوتکنولوژیک میکروارگانیسم هاي دریا 3- 1

  آنزیم هاي هیدرولازي 1- 3- 1

ه کایی از آنج. باشند هاي مختلف می یمهاي دریایی منبع با ارزشی براي تولید مواد شیمیایی و آنز باکتري

کنند آنزیم هایی از آن ها استخراج شده  بالایی از نمک زندگی می میزان نسبتا هاي دریایی درباکتري

با ظهور بیوتکنولوژي، مهندسی آنزیم و معرفی تکنولوژي هاي نوظهور . درناست که کاربرد صنعتی دا

آنزیم در جهت تولید دریایی  میکروارگانیسم هايکارآمد تنوع زیستی  کارگیريبه فهم کافی براي، دیگر

میکروارگانیسم هاي دریایی به عنوان منبعی براي آنزیم هاي جدید . ه استهاي جدید به وجود آمد

                                                             
1- Maeine Biotechnology 
2- Blue Biotechnology 
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زیرا آنزیم هاي میکروبی نسبت به مشتقات گیاهی و جانوري  ،توجهات زیادي را به خود جلب کرده اند

  .(Zhang et al. 2010) و فعال تر هستند پایدارتر

  

  پروتئاز 1- 1- 3- 1

از این آنزیم ها . آنزیم هاي مورد استفاده در صنعت را به خود اختصاص داده اند 60%پروتئازها بیش از  

در صنعت دترجنت، صنعت چرم و براي کاربردهاي دارویی مانند داروهاي گوارشی و ضد التهاب استفاده 

به . دنرو ها بکار می هاي تولید شده در برخی از این باکتري ها در شوینده ها و پاك کننده پروتئاز .می شود

کنند که این خصوصیت را دارا  ، پروتئازهاي خارج سلولی تولید می Vibrio جنس هاي عنوان مثال گونه

کند که یکی از آن ها به شوینده ها مقاوم  نوع پروتئاز ایجاد می Vibrio alginolyticus ،6. باشد می

همچنین از این باکتري آنزیم کولاژناز تولید شده که مصرف صنعتی و تجاري زیادي داشته و  .باشد می

  .رود جداسازي سلول ها از یکدیگر در مطالعات کشت سلولی بکار میبراي 

 

  لیپاز 2- 1- 3- 1

لیپاز جزء آنزیم هایی است که در همه جا موجود است و با تجزیه ي چربی و روغن باعث آزاد شدن اسید  

لیپاز هاي میکروبی به عنوان تولیدات . چرب، دي آسیل گلیسرول، مونوگلیسرول و گلیسرول می شود

جاري، استفاده در دترجنت ها، تولید کاغذ، وسایل آرایشی، طعم دهنده ي غذا، سنتز مواد آلی و کاربرد ت

لیپازها بیوکاتالیست هاي مهمی هستند چون تحت موقعیت هاي . هاي صنعتی دیگر دخالت دارند

ا نشان می معتدل، فعال هستند و در حلال هاي آلی بسیار پایدارند و اختصاصیت سوبسترایی بالایی ر

  .دهند
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  آمیلاز 3- 1- 3- 1

آمیلاز آنزیمی است که باعث شکسته شدن نشاسته به قندهاي ساده تر مانند گلوکز، مالتوز و دکسترین  

برخلاف دو گروه دیگر به محیط  γتقسیم می شوند که فرم  γو  α ،βاین آنزیم ها به سه گروه . می شود

کاربرد صنعتی وسیعی دارند که از آن جمله می توان به تولید نزیم ها آ این. هاي اسیدي تمایل دارد

  .اشاره کرد ...نوشیدنی هاي الکلی، شوینده ها، دترجنت ها، در صنعت نشاسته، تولید شیره قند و 

  

  آگاراز 4- 1- 3- 1

آگار نوعی پلی ساکارید هتروژن است که کاربرد وسیعی در صنعت غذا دارد که از آن در مشروبات، تولید  

کننده ي اولیگوساکارید به عنوان مرطوب ژاپنی ها از آگار. نان و غذاهاي کم کالري استفاده می شود

 :شونده دو گروه تقسیم میننده ي آگار بمیکروارگانیسم هاي تجزیه ک. افزودنی آرایشی استفاده می کنند

 .باکتري هایی که آگار را نرم می کنند -

 .ار را ذوب می کنندگباکتري هایی که آ -

, Cytophaga ,Streptomyces: هاي تاکنون محققان این آنزیم را در گونه هاي فراوانی از جنس

Vibrio،Bacillus  ، Alteromonas، Pseudoalteromonas  جدا کرده اند.  

  

  کاراژیناز  5- 1- 3- 1

ساکارید هاي سولفاته خطی هستند که از جلبک دریایی قرمز کاراژینان و کاراژینین، خانواده اي از پلی 

د و می نشو میغذایی و وابسته به آن استفاده  در صنایع ساکارید هااز این پلی 80%. شونداستخراج می

علاوه بر این به طور وسیعی در . دنکننده استفاده شو توان به عنوان لخته کننده، پایدارکننده و امولسیون

مده از تجزیه کاراژینان تنوع وسیعی آاولیگو ساکارید هاي به دست . دنارصنایع دارویی و آرایشی کاربرد د

از  ، ضد کوآگولاسیون و غیره رايفیزیولوژیکی خاص مانند فعالیت ضد ویروسی، ضد تومور ویژگی هاياز 
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از جمله میکروارگانیسم هایی  Alteromonasو  Pseudomonas ،Cytophaga .نشان می دهندخود 

  . شده استهستند که این آنزیم در آنها یافت 

  

  سلولاز 6- 1- 3- 1

گلوکز با پیوند - D از صد تا بیش از ده هزار واحد می باشد که n(C6H10O6) آلی با فرمول بیترکی سلولز 

β1→4  ماده موجود در  50%پلی ساکارید در طبیعت است و حدود  فراوان ترینسلولز . استتشکیل شده

فرآیندي است که طی آن سلولز به پلی ساکاریدهاي کوچکتر به نام  تجزیه سلولز. گیاه را تشکیل می دهد

چون مولکول هاي سلولز به طور قوي به هم متصل هستند فرآیند لیز آن . سلودکسترین شکسته می شود

 . در مقایسه با پلی ساکارید هاي دیگر مشکل است

 ,Cytophaga, Cellulomonas, Vibrio:شامل توانایی تولید این آنزیم را دارند باکتري هایی که

Clostridium, Nocardia, Streptomyces از قارچ ها می توان به . می باشندTrichoderma ,

Aspergillus, Fusarium, Chaetomium, Phoma, Sporotrichum  ،Penicillium ها سلولاز. اشاره کرد

جلبک دریایی، توده فاضلابی که با توسعه ي سریع صنعت . دناستفاده می شو نیز در پردازش کود زیستی

تجزیه ي این آلودگی ها به ها با سلولاز. آلودگی هاي زیادي را به دنبال دارند ،به محیط آزاد می شود

  . دنمی شو در گیاهانبه عنوان کود زیستی باعث جذب آسان آنها قطعات کوچک 

  

  پزشکی هايکاربرد 2- 3- 1

موجودات خشکی زي متنوع تر  و باکتري ها نسبت به جلبک ها بی مهرگان دریایی، ییتولیدات دارو

دارند ...  وضد مالاریایی  ،ترکیب که خواص آنتی بیوتیکی، ضد سرطانی 2000تاکنون بیش از . دشنبا می

  . استدست آمده بهاز بیوتکنولوژي از این موجودات  با استفاده

  

  


