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Abstract 

Background: Microbial lipases are an important group of enzymes with 

biotechnology value. In the present research, an attempt was made to isolate and 

identify lipase-producing microbial strains from industrial wastewater samples. 

Materials and Methods: After taking samples from sewage and sewage from 

different places,16 colonies were isolated from these samples. The isolates were 

cultured in a specific culture medium containing Tween80 to check the ability to 

produce lipase enzyme. Enzyme activity was determined using the light absorption 

curve. In order to identify the isolates molecularly, ribotyping was performed. For 

this purpose, the DNA of the isolates was extracted and PCR was performed with 

the help of 16SrRNA gene primers. The PCR product was sequenced and the strains 

were identified using sequence blast in the NCBI database. 

Results: Out of a total of 16 isolates, ten strains (62.5%) were able to produce lipase 

enzyme as a result of creating a transparent halo in the culture medium of the lipid 

test. Among these, two isolates with the same halo formation rate and source of 

isolation, which had the highest growth and activity after 144 hours were selected 

from the culture. Enzyme activity values for bacteria isolated from slaughterhouse 

effluent and garage effluent ranged from 2.99 to 22.65 and 3.73to 39.2 units/ml, 

respectively. 

Conclusion: Due to their very high lipase activity compared to the strains introduced 

in other researches, Aeromonas veroni and Copriavidus metallidurans bacteria are 

suggested as very suitable and efficient strains for the biological treatment of 

wastewater. 
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Introduction  
Microbial lipases are an important group of 

enzymes with biotechnology value. This group is 

very suitable for various industrial applications 

due to specific enzyme characteristics and 

substrate specificity. Attempts to isolate 

microorganisms that produce lipase have always 

been of interest because this enzyme is used in 

biotechnology, protein, textile, dairy, oil 

processing, surfactant production, and chemical 

drug synthesis. Since each industrial application 

may have one property of the enzyme, there is 

interest in finding new lipases that can create new 

applications. Therefore, in the present study, an 

attempt was made to isolate lipase-producing 

bacterial strains from the effluents and 

wastewaters of places such as slaughterhouses and 

garages, and after determining their lipase activity, 

molecular identification of the strains was carried 

out. 

Today, many species of microorganisms are 

known in nature or are being isolated, which help 

to clean the environment. Lipolytic bacteria break 

down lipid compounds by producing lipase 

enzyme. Various microorganisms such as fungi, 

yeasts and bacteria can produce lipase enzyme and 

have the ability of lipase activity. Various places 

such as sewage and soil contaminated with 

petroleum and oily compounds, compost and hot 

springs are among the places where these 

microorganisms can be isolated to produce lipase 

enzyme. 

Oily wastes are among the wastes that have a 

lot of organic matter and the COD of these wastes 

is reported between 30 and 100 grams per liter. 

The discharge of these wastes into the 

environment and surface water will cause a severe 

decrease in oxygen and damage to aquatic life. The 

amount of fat and oil in these effluents is about 1.5 

to 15 grams per liter, which can cause serious 

problems in sewage treatment systems, such as 

sudden discharge of sludge from the treatment 

system, reduction of oxygen supply to 

microorganisms. Currently, enzymatic treatment 

of these types of wastewater is the subject of 

various researches conducted by various 

researchers. To do this, lipase enzyme is needed, 

which breaks down the composition of oil into 

fatty acid and glycerol. These compounds are more 

easily used by microorganisms compared to oily 

compounds with longer side chains. 

There are research reports and inventions that 

report the use of microorganisms or enzymes in the 

laboratory for the biological treatment of 

wastewater with high concentrations of fat and oil. 

For example, the Japanese company Meito Sangyo 

Co. has produced lipase from Candida rugosa 

species (Lipase-MY) to remove fat from 

wastewater. In addition, Neozyme International 

Inc. has successfully produced and 

commercialized biocatalytic formulations of fat, 

oil, and grease (FOG) removers. 

Methodology 

After taking samples from sewage and sewage 

from different places, 16 colonies were isolated 

from these samples. The isolates were cultured in 

a special culture medium containing Tween 80 and 

were cultured from a lipase-producing 

actinomycete strain to check the lipase enzyme 

production ability, and were considered as a 

positive control. Enzyme activity in two isolates 

was evaluated by determining the optical 

absorption curve and based on the standard lipase 

diagram. Ribotyping was performed for molecular 

identification of the isolates. For this purpose, the 

DNA of the isolates was extracted with the help of 

the kit, and the quantitative and qualitative 

evaluation of the extracted DNA was performed 

with electrophoresis and nanodrop device. Then 

PCR was performed on the isolates with the help 

of 16S rRNA gene primers and the PCR product 

was sequenced. After determining the genomic 

sequence of 16SrRNA of both isolates, using 

sequence blast in NCBI database, the strains were 

identified. 

Results 

Isolation of lipase-producing strains: after 

culturing the samples in the special environment of 

lipase-producing bacteria, the plates were 

examined 24, 48 and 72 hours later. Then it was 

removed from the single colonies and re-cultivated 

to check and measure the zone of inhibition. 

Investigating the aura was created by the 

isolates in the dedicated culture environment. a) 1: 

garage sample of colony 1, 2: sample of restaurant 

3, 3: sample of slaughterhouse 2, colony 1, 4: 

garage sample of colony 2. b) 1: sample of 

household liquid fat, 2: sample of slaughterhouse 
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1, colony 2, 3: sample Shiny dry fat, 4: 

Slaughterhouse sample 1 colony 1. 

Among the above samples, two samples of 

slaughterhouse 2, colony 1 and the garage sample 

of colony 2 in terms of zone of inhibition 

formation and its size, as well as the type of 

environment obtained from industrial effluents 

and close to the subject of the present research, for 

further work and isolation Lipid-degrading 

bacteria were used. 

Morphological identification: the isolates were 

stained using gram method, most of which were 

gram negative bacilli. Among them, two gram-

positive bacilli and one coccobacillus were also 

observed. 

The standard curve of lipase activity: The 

standard curve of lipase was drawn. 

Enzyme activity of the isolates: In order to 

check and measure the enzyme activity of the 

isolates, first their light absorption was measured 

and based on them, the light absorption curves and 

enzyme activity of the isolates were drawn.  

Ribotyping of isolates: In order to carry out 

ribotyping, polymerase chain reaction was first 

performed according to what was mentioned in the 

materials and methods section. Then 5 microliters 

of the reaction product was run in agarose gel to 

check the correctness of PCR performance. The 

product of the PCR reaction was analyzed using 

electrophoresis in agarose gel. 

After determining the genomic sequence of 

16SrRNA of both isolates, using sequence blast in 

NCBI database, the strains were identified. The 

sequence related to the isolate isolated from the 

wastewater of the poultry slaughterhouse was 

blasted in the NCBI gene bank and was shown to 

be similar to Aeromonas veroni bacteria with 98% 

identity and E.value of 0.0. The sequence related 

to the isolate isolated from the garage wastewater 

was also blasted in the NCBI gene bank and with 

98% identity and E.value of 0.0, it was shown to 

be similar to Burkholderiaceae family and 

Copriavidus metallidurans species. Both 

mentioned isolates have been identified as new 

strains and their gene sequences are in the NCBI 

and EBI databases with the internet address 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=Kh

ezeli and https:/ 

/www.ebi.ac.uk/ebisearch/search.ebi?db=nucleoti

deSequences&query=Khezeli&submit1=1&reque

stFrom=ebi_index were registered under 

Accession: MK241569.1 and Accession: 

MK240539.1. 

Discussion 

In the present study, after taking samples from 

sewage and sewage from different places, the 

production of lipase enzyme was evaluated in 

them. Then the enzymatic activity of the isolates 

was determined based on the lipase standard curve 

and finally the bacterial isolates were identified. 16 

different colonies were isolated from these 

samples and then they were cultured again in 

Tween Agar medium to check the clear aura 

(which is caused by the production of fatty acid 

and its combination with calcium salts and 

indicates lipase activity). Among these, ten 

colonies (62.5%) were able to produce lipase 

enzyme and thus create a clear aura. Two samples 

of slaughterhouse 2, colony 1 and garage sample 

of colony 2 were used to determine the level of 

enzyme activity and molecular identification in 

terms of zone of inhibition formation and size, as 

well as the type of environment obtained from 

industrial effluents and close to the subject of this 

research. Bacterial isolates were examined under a 

microscope after gram staining, most of which 

were gram-negative bacilli. Among them, two 

gram-positive bacilli and one coccobacillus were 

also observed. In previous studies, most of the 

bacteria that had lipase properties had a rod-shaped 

appearance, for example, in the study of Al-

Bastavi et al., the isolated lipolytic bacteria were 

Pseudomonas and Escherichia species, which are 

bacilli. Ertugharel et al also isolated Bacillus 

species as lipolytic bacteria. In the study of 

Gitachapa et al., the isolated lipolytic bacteria was 

rod-shaped Pseudomonas 

Conclusion 

In the present study, lipid-degrading bacteria 

were isolated from wastewater and it was proved 

that the lipase production of two bacteria is much 

higher than most of the lipase-producing bacteria 

in other studies. Molecular identification of these 

two colonies showed that they are two new strains 

of Aeromonas veroni and Copriavidus 

metallidurans. Due to its very high lipase activity 

and lack of pathogenicity, Copriavidus 

metallidurans is recommended as a very suitable 

and efficient bacterium for the biological treatment 

of wastewater. The new strain of Aeromonas 

veroni can also be used in wastewater treatment 

after pathogenicity tests or removal of its 

pathogenic gene through genetic engineering. 
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 مقدمه. ۱

آلاینده  افزایش  به  توجه  زیست با  آب  های  بحران  محیطی، 
موجود و به خطر افتادن سلامتی بشر و محیط زیست، اهمیت  

فاضلاب  پساب تصفیه  و  روزبه ها  غیرصنعتی  و  صنعتی  روز  های 
می  احساس  شیرابه بیشتر  همچنین  در  شود.  که  خطرناک  های 

شدن جامعه است، یکی از مشکلات جامعه امروزی  صنعتی   نتیجه 
 . ]1[رود که نباید بدون تصفیه در محیط رها شوند  شمار می به 

های روغن در آب، در بسیاری از  های حاوی امولسیون پساب 
صنایع همچون فلزکاری، پالایش نفت، صنایع پتروشیمی، صنایع  

می  تولید  فلزات  صیقل  و  چرم  صنایع  این  غذایی،  منشأ  گردند. 
سازی در فرایندهای فلزکاری )نورد  ها شامل سیالات خنک پساب 

های شستشو برای تمیزکاری  سازی(، حمام فلز، برش فلز و سیم 
های موجود  باشد. روغن ها می های کارواش قطعات فلزی و پساب 

-بندی می های خطرناک طبقه عنوان آلودگی ها به در این پساب 
شوند و پیش از استفاده مجدد از آب یا تخلیه به سیستم فاضلاب  

  یم دکتر مر  :مسئولة  نویسند*  
 یاصدرن

ز  نشانی:   شناسی،یستگروه 
 . یرانا هران،ت نور، یامدانشگاه پ

 09188608302  : تلفن 
  ه:امرایان 

msadrnia@pnu.ac.ir        
 :ORCIDشناسه  

۰۰۰۰-۰۰۰3-2۰3۰-3343 
اول:  ORCIDشناسه     نویسنده 

3343-1۰3۰-۰۰۰3-۰۰۰۰ 

 
 
 

 ها:کلیدواژه
  یه تجز  ها، ی باکتر   ی، پساب صنعت 

 . ی مولکول   یی شناسا   یپید، ل 

 چکیده
 

شوند. در تحقیق  های باارزش بیوتکنولوژی محسوب میلیپازهای میکروبی، گروه مهمی از آنزیم :  زمینه و هدف

 های صنعتی جداسازی و شناسایی شوند. های پساب های میکروبی تولیدکننده لیپاز ازنمونهحاضر تلاش شد تا سویه 

شد.    یها جداسازنمونه  یناز ا  یکلون  16مختلف،    یهااز فاضلاب و پساب محل  یبردارپس ازنمونه : هاروش مواد و

کشت    یط عنوان کنترل مثبت، در محبه  ینومیستاکت  یهسو  یک همراه با    یپاز، ل  یمآنز  یدتول  ییتوانا  یبررس   یبرا  هایه جدا

منظور  شد. به  یبررس   یپاز،استاندارد ل  داربراساس نمو  یمیآنز  یت، کشت داده شدند. فعال80یینتو  یحاو  یاختصاص

استخراج شدند و با    یت،با کمک ک  هایهجدا  DNAمنظور،    ین انجام شد. بد  یبوتایپینگ ر  هایه جدا  یمولکول   یصتشخ

صورت گرفته و محصول    16SrRNAژن    یمرهایبا کمک پرا  PCR. سپس  یدگرد  یابیالکتروفورز و دستگاه نانودراپ ارز

PCR داده  یگاهدر پا های و با استفاده از بلاست توال دهش  ی توال یینتعNCBI شدند. ییشناسا ها¬یه، سو 

  یطهاله شفاف در مح  یجادا  یجهو در نت  یپازل  یمآنز  یددرصد( قادر به تول  62/ 5)  یهده سو  یه،جدا  6از مجموع    :هایافته

رشد و    یشترینمشابه که ب  یهاله و منبع جداساز  یلتشک  یزانبا م  یهدو جدا  یان،م  ینبودند. از ا  یپیدل  یکشت حاو

جداشده    یباکتر  یبرا   یمیآنز  یتفعال  یرساعت پس از کشت نشان داده بودند، انتخاب شدند. مقاد  144را در    یتفعال

 بود.   لیتریلیواحد بر م 39/ 2تا 3/ 73و  22/ 65تا  2/ 99 یندر بازه ب یبترتبه  یکیاز پساب کشتارگاه و پساب مکان

بالا نسبت    یاربس  یپازی ل  یتفعال  یلبه دل  یدورانسمتال  یاویدوسو کوپر  ی آئروموناس ورون  هاییباکتر  :گیرییجه نت

ها پساب   یستیز  یهو کارآمد جهت تصف  یارمناسببس  هاییه عنوان سوبه  یقات،تحق  یردر سا  شدهیمعرف   های یهبه سو
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 6، شمارة 3۰، دورة 14۰2سبزوار، بهمن و اسفند   یدانشگاه علوم پزشک 

های روغنی عمدتاً  های سطحی، باید جدا شوند. این پساب و آب 
باشند که مشکلات زیادی  های روغن در آب می به شکل امولسیون 

را برای صنایعی که ملزم به رعایت استانداردهای زیست محیطی  
 . ]2[کند  باشند، ایجاد می می 

های مرسوم حذف آلودگی و تجزیه برخی ترکیبات از  روش 
از   استفاده  اکسیداسیون،  مانند  شیمیایی  حذف  شامل  پساب 

های مذکور معایب  باشند. روش ها و حذف فیزیکی می کاتالیست 
و   بالا  هزینه  جانبی،  تأثیرات  برجاگذاشتن  همچون  متعددی 

توانند  های نوین می کاهش راندمان تجزیه را دربر دارند که روش 
توسط   زیستی  تجزیه  و  پاکسازی  شوند.  آنها  جایگزین 

ها  های بیشتری نسبت به سایر روش های طبیعی، مزیت ارگانیسم 
می  میان  آن  از  که  به دارد  فعالیت  توان  و  رشد  بالای  سرعت 

 .  ]3[متابولیک گسترده اشاره شد  
گونه  میکروارگانیسم امروزه  از  متعددی  طبیعت  های  در  ها 

شده  پاکسازی  شناخته  به  که  هستند  جداسازی  حال  در  یا  اند 
های لیپولیتیک با تولید  . باکتری ]4[کنند  زیست کمک می محیط 

می  لیپیدی  ترکیبات  تجزیه  باعث  لیپپاز  شوند.  آنزیم 
ها  ها، مخمرها و باکتری های مختلفی ازجمله قارچ میکروارگانیسم 

توانند آنزیم لیپاز را تولید کنند و توانایی فعالیت لیپازی داشته  می 
های آلوده به  ها و خاک های مختلفی مانند فاضلاب باشند. مکان 

های آب گرم نیز  ترکیبات نفتی و روغنی، کود کمپوست و چشمه 
ها را برای  توان این میکروارگانیسم هایی است که می ازجمله محل 

 . ]5[تولید آنزیم لیپاز جداسازی کرد  

پساب پساب  جمله  از  روغنی  می های  دارای  هایی  که  باشند 
گرم    100تا    30ها بین  این پساب   CODمواد آلی زیادی بوده و  

زیست و  ها به محیط در لیتر گزارش شده است. تخلیه این پساب 
های سطحی باعث کاهش شدید اکسیژن و آسیب به حیات  آب 

ها حدود  آبزیان خواهد شد. مقدار چربی و روغن نیز در این پساب 
می   15تا    1/ 5 لیتر  در  می گرم  که  سیستم باشد  در  های  تواند 

باره لجن  تصفیه فاضلاب باعث مشکلات جدی ازجمله خروج یک 
اکسیژن  کاهش  تصفیه،  سیستم  میکروارگانیسم از  به  ها،  رسانی 

. در حال حاضر تصفیه آنزیمی  ]6[تجمع و ایجاد بوی شدید شود  
ها موضوع تحقیقاتی مختلفی است که محققان  این گونه فاضلاب 
-اند. برای انجام این کار نیاز به آنزیم لیپاز می مختلف انجام داده 

شکسته  باعث  که  و  باشد  چرب  اسید  به  روغن  ترکیب  شدن 
با  گلیسرول می  با ترکیب روغنی  شود. این ترکیبات در مقایسه 

به  بلندتر،  جانبی  راحت زنجیره  استفاده  صورت  مورد  تری 
 . ]7[گیرد  ها قرار می میکروارگانیسم 

وجود دارد که استفاده از    ی و اختراعات   یقاتی تحق   ی ها گزارش 
  تصفیه   ی را برا   یشگاه موجود در آزما   ی ها یم آنز   یا ها  یکروارگانیسم م 

  گزارش و روغن    ی چرب   ی بالا   ی ها غلظت   هایی با پساب   یولوژیکی ب 
  از  یپاز را ل   Meito Sangyo Co ی مثال، شرکت ژاپن   رای ب   اند. کرده 
چرب   برای   Candida rugosa (Lipase-MY)  گونه  از    ی حذف 

است.  پساب  کرده  تولید  ا ها،  بر  شرکت علاوه   Neozyme  ین، 

International Inc   ی از  شناخت یست ز   یزوری کاتال   ی ها یون فرمولاس
را با موفقیت تولید کرده    ( FOG)   یس روغن و گر   ی، چرب بین برنده  

 . ]8[و این محصولات را در معرض فروش قرار داده است  
برا  ل   یی ها یکروارگانیسم م   ی جداساز   ی تلاش    ید تول   یپاز که 

  یع در صنا   یم آنز   ین ا   یرا ز   مورد توجه بوده است   یشه کنند، هم ی م 
  ، پردازش نفت   ی، لبن   یع صنا   ی، نساج   یع صنا   ین، پروتئ   یوتکنولوژی، ب 

شود.  ی استفاده م   یمیایی ش   ی سنتز داروها   و   ها سورفکتانت   ید تول 
  یم از آنز   یتی ممکن است خاص   ی که هر کاربرد صنعت   یی جا از آن 

وجود دارد  نیز    ید جد   ی ها یپاز کردن ل یدا داشته باشد، علاقه به پ 
این    . ]9[  کند   یجاد ا   یدی را جد   ی کاربرد   ی ها تواند برنامه ی که م 

 سازد.  مسئله، نوآوری تحقیق را مشخص می 
تا   شد  تلاش  حاضر  مطالعه  در  اساس  همین  های  سویه بر 

هایی  های مکان ها و فاضلاب باکتریایی تولیدکننده لیپاز از پساب 
تعیین   از  و پس  همچون کشتارگاه و مکانیکی جداسازی شوند 

 ها انجام شود. ها، شناسایی مولکولی سویه فعالیت لیپازی آن 

 ها مواد و روش .  2

باکتری نمونه  ها: ده نمونه مورداستفاده  برداری و جداسازی 
د، شامل سه  بو   یشگاهیآزما  -ی تجربکه از نوع    در تحقیق حاضر

رستوران از  )شرق، نمونه  تهران  مختلف  مناطق  در  هایی 
شرقی و مرکز(، دو نمونه از کارخانه مواد غذایی واقع در  شمال

(، یک نمونه از چربی  Bو    Aهای  شهرک صنعتی پایتخت )نمونه 
مایع  حالت  و  بود  مانده  ظرف  در  روز  چند  که  خانگی  غذای 

شده سینی فست  داشت، یک نمونه از چربی سوخته و خشک
(، دو نمونه از پساب کشتارگاه طیور در Dو    Cهای  فود )نمونه

( و یک نمونه از پساب تعمیرگاه Fو    Eهای  شمال کشور )نمونه
 بودند.  (Gمکانیکی و روغن گریس )نمونه  

به  لیپاز:  آنزیم  آنزیم  ارزیابی  ارزیابی  از محیط  منظور  لیپاز، 
  استفاده شد. پس   80کشت اختصاصی آزمون هیدرولیز تویین  

کشت پلیت از  انکوباتوردادن،  در  دمای   ها  در    درجه  37  و 
تشکیل  بعد، ساعت  70 تا 24  . ]10[قرار داده شدند   گرادسانتی 

های موردآزمایش، یک شد. همراه با پلیت ها بررسی  آن   درنی  وکل
پلیت که در آن یک سویه اکتینومیست تولیدکننده لیپاز کشت  

 .  ]10[عنوان کنترل مثبت درنظر گرفته شد داده شده بود، به 
هر کلونی  از  ها باکتری رشد کرده بود،  هایی که در آناز پلیت

تولید آنزیم  برای بررسی  یدلیپ  حاوی   ای در پلیتصورت نقطه به
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تشکیل  و  داده    ،هاله  لیپاز  قرار  شد  کشت  انکوباتور  در  و 
کلونی  . گرفت به از  تک  شناسایی  دستهای  برای  آمده 

از بین نمونه مورفولوژیک و مولکولی گونه  های ها استفاده شد. 
های پساب کشتارگاه طیور نمونه دو کلونی  آمده، از نمونهدست به

از نظر تشکیل هاله و  یک و از نمونه پساب مکانیکی کلونی دو،
دست  های صنعتی به چنین نوع محیط که از پسابقطر آن و هم

 شد.   ها استفادهآمده بود، برای ادامه آزمایش

 شناسایی مورفولوژیک 
آمیزی  شده، ابتدا با استفاده از روش رنگهای جداسازی کلونی 

سلول  سپس  و  شد  رنگ  زیر  گرم،  در  با ها  و  میکروسکوپ 
 بررسی گردید.  100نمایی بزرگ

 رسم منحنی فعالیت لیپاز 
سوبسترا    045/0ابتدا   پالمیتات)گرم    5/1با  (  پارانیتروفنل 
قرار  ماری  ریخته و کمی در بن   بلیتر اتانول در میکروتیومیلی 

  5/10مقدار  لیتری،  میلی   15در فالکون    .حل شود  داده شد تا
  سپس و   ریخته شد میکرولیتر تریتون    6و    فسفات  لیتر بافرمیلی 

، به آن اضافه شده بودلیتر اتانول حل میلی  5/1سوبسترا که در  
تا    شد که   ایجاد  ی مانندحالت ابری   پس از افزودن سوبسترا،   شد.

است. آزمایش باید در این یک ساعت انجام    یک ساعت پایدار
واکنش    لیترمیلی  5/2لوله    6در    .شدمی  مخلوط  از 

اتانول+تریتون و  شد(  x100)بافر+سوبسترا  در ریخته  سپس   .
   PBS1xآنزیم و    شدهمقدار مشخص  ،سمپلر  استفاده از  با  هرکدام

دقیقه    10و به مدت    شدند  کمی تکان داده  هالوله.  ریخته شد
سپس از درون  .  قرار گرفتند  گراد سانتی   درجه  38ماری  در بن

کننده به هرکدام اضافه  میکرولیتر متوقف  200و ماری خارج  بن 
واکنش   شد شامل  متوقف )شود    متوقف   آنزیمی  تا    5کننده 

هر   محتویاتسپس    .(بودلیتر اتانول  میلی   5لیتر استون و  میلی 
در   مدت  شد  ریخته    بمیکروتیو  دولوله  به  در   10و  دقیقه 

عنوان به یک لوله هم  .  قرار گرفتند  rpm 13000 سانتریفوژ با دور
مخلوط    لیترمیلی  5/2محلول بلانک آماده شد که حاوی تنها  

  10نیز به مدت    بلانکلوله  بود.    (PBS 1x)بدون آنزیم و    واکنش
سانتریفوژ   دور،  همان  در  اتمام.  شددقیقه  از  ،  سانتریفوژ  پس 

نمونه نوری  موج  جذب  طول  در  از   nm  410ها  استفاده  با 
به رویی  مایع  از  شد.  بررسی  از دست اسپکتروفتومتر  آمده 

دستگاه   کردن  صفر  برای  بلانک،  محلول  سانتریفوژ 
شد. استفاده  دو   پیش  اسپکتروفتومتر  رویی  مایع  اینکه  از 

لوله  بمیکروتیو هر  به  اسپکت  ،مربوط  ویال  برای  ردر  وفتومتر 
رقیق   2به  1هرکدام به نسبت   ،شودخالی  جذب نوری خواندن 

های مربوط  آمده و غلظتدست ه ب  جذب نوری با استفاده از    شدند.

لیپاز رسم و فعالیت آنزیمی  آنزیم  منحنی استاندارد    نمونه، به هر  
 . ]11[شد  محاسبه آن 

 ها تعیین فعالیت آنزیمی ایزوله 
نمونه هر  باکتری   از  فارلند  نیم مک  رقت  منتخبحاوی  ،  های 

حاوی میکرولیتر با سمپلر برداشته و هرکدام در یک ارلن    100
با پنبه و فویل    هاارلن   در  .محیط کشت نوترینت براث ریخته شد

درجه    37و دمای    rpm  150  با دور  داربسته و در انکوباتور شیکر
و   120،  96  ، 72  ،48  از گذشت  گرفتند. پسقرار    گرادسانتی 
نمونه  144 نوری  جذب  دستگاه  ساعت،  از  استفاده  با  ها 

موج   این   سنجیده شد؛  nm  410 اسپکتروفتومتر در طول  به 
 ، در دو لوله آزمایش تمیز  ،ساعت  48از گذشت    پسصورت که  

هرکدام   مقدار  و  بافر    لیترمیلی   5/2در  به  نمونه  هر    250از 
شدمیکرولیتر   سپسریخته  مدتلوله  .  به  در   10  ها  دقیقه 

شد درآورده  ماری از بن  دقیقه، 10 از پس. قرار گرفتند ماری بن 
  .ریخته شد کننده در هرکدام  میکرولیتر محلول متوقف   200  و

منتقلبمیکروتیو  بهها  نمونه  استریل،  دور  و  های   rpm با 

مدت    13000 سانتریفوژ  10به  رویی   .شدند   دقیقه  مایع 
ها در  جذب نوری آنو    شدرقیق    2به    1به نسبت  ها  بمیکروتیو

  ،96  ،72  پس از  مراحل. این  خوانده شد   nm  410 طول موج  
شدند. تمام مراحل چهار بار تکرار انجام    نیزساعت    144و    120

نهایت  در  منحنی   شدند.  طریق  از  که  فرمولی  از  استفاده  با 
فعالیت    ،های نوری هر دو نمونهجذب  آمد ودست  ه استاندارد ب

 .  شد محاسبه  هانمونهآنزیمی 

 شناسایی مولکولی 
استخراج   باکتری   DNAبرای  کیت    ،از   Gene Transferاز 

Pioneer    ساخت ایران استفاده شد. بررسی کمی و کیفیDNA  
بهاستخراج و  شده،  نانودراپ  دستگاه  از  استفاده  با  ترتیب 

منظور شناسایی مولکولی  الکتروفورز در ژل آگارز انجام شد. به 
هایی که بیشترین فعالیت لیپازی را نشان داده و انتخاب  باکتری 

از واکنش زنجیره  بودند،  برای شده  استفاده گردید.  پلیمراز  ای 
ژن   توالی  از  منظور  ،  16S rRNAاین 

AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG   پرایمر  به عنوان 
Forward    توالی از    TACGGYTACCTTGTTACGACTTو 

پرایمر  به واکنش    Reverseعنوان  شد.  یک    PCRاستفاده  با 
گراد به مدت  درجه سانتی   95مرحله دناتوراسیون اولیه در دمای  

ثانیه دناتوراسیون در   30سیکل شامل    25دقیقه آغاز شد و با    3
درجه   56ثانیه اتصال در دمای    20گراد،  درجه سانتی   95دمای  
گراد، درجه سانتی   72ثانیه گسترش در دمای    90گراد و  سانتی 

ادامه پیدا کرد. این واکنش با یک مرحله گسترش نهایی به مدت  
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دمای    5 در  و  سانتی   72دقیقه  کرد. درجه  پیدا  خاتمه  گراد 
  8/0از الکتروفورز در ژل آگارز    PCRمنظور بررسی محصول  به

 درصد استفاده شد.  
ای پلیمراز نظر انجام تعیین سکانس  محصول واکنش زنجیره 

خالص گردید.  ارسال  کره  ماکروژن  شرکت  محصول  به  سازی 
PCR   توسط شرکت ماکروژن کره صورت گرفت. پس از تعیین

برنامه   از  استفاده  با  سکانس  ژنی    BLASTسکانس،  بانک  در 
NCBIهای موردمطالعه مشخص گردید. ، بررسی شد و نوع سویه 

 ها یافته .  ۳

ها در های تولیدکننده لیپاز: پس از کشت نمونه جداسازی سویه
باکتری  اختصاصی  پلیت محیط  لیپاز،  تولیدکننده  ،  24ها  های 

کلونی   72و    48 از  شدند. سپس  بررسی  بعد  تک  ساعت  های 
اندازه و  بررسی  برای  و  شد  کشت  برداشته  مجدداً  هاله،  گیری 
 نشان داده شده است.  1داده شد که نتایج حاصل در تصویر 

 

  

،  1  ی کلون   2: نمونه کشتارگاه  3،  3: نمونه رستوران  2،  1  ی کلون   یکی : نمونه مکان 1. الف(  ی کشت اختصاص   یط در مح   ها یزوله توسط ا   یجادشده هاله ا   ی . بررس 1  یر تصو 
 1  ی کلون   1کشتارگاه    نمونه :  4خشک براق،    ی : نمونه چرب 3،  2  ی کلون   1: نمونه کشتارگاه  2  ی، خانگ   یع ما   ی : نمونه چرب 1. ب(  2  ی کلون   یکی : نمونه مکان 4

م کشتارگاه    ی هانمونه   یاناز  نمونه  دو  و   1  یکلون  2بالا، 
مکان تشک  2  یکلون  یکینمونه  نظر  و   یلاز  آن  اندازه  و  هاله 

آمده و به  دستبه   یصنعت  ی هاکه از پساب  یطنوع مح  ینچنهم
  یادامه کار و جداساز  ی بوده، برا  یکحاضر نزد  یقموضوع تحق

 استفاده شد.   یپیدل کنندهیهتجز  های ی باکتر

 یک مورفولوژ   شناسایی 
شدند که اغلب آنها    یزی آمبا استفاده از روش گرم، رنگ  هایزولها

گرم مثبت    یلدو باس  یانم  ینبودند. در ا  یگرم منف  های یل باس
فعال  یمنحن  مشاهده شد.  یزن  یلکوکوباس  یکو     یتاستاندارد 

 (. 2رسم شد )شکل  یپازاستاندارد ل ی: منحنیپازی ل

 

 یپاز ل   یمی آنز   یت استاندارد فعال   ی . منحن 2شکل  

 ها یزوله ا   یمی آنز   یت فعال 
بررسبه اندازه  ی منظور  ابتدا   ها،یزولها  یمیآنز  یتفعال  یری گو 

 جذب   های یشد و بر اساس آنها منحن   یدهآنها سنج  ی جذب نور
 

 
  ها یزوله( ا6و    5)شکل    یمیآنز  یت ( و فعال4و    3)شکل    ی نور

 رسم شد. 
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 یور جداشده از پساب کشتارگاه ط یهسو  یجذب نور  ی. منحن 3شکل 

 یکیجداشده از پساب مکان یهسو  یجذب نور  ی. منحن4شکل 

 

 یونیت برحسب   یور جداشده از پساب کشتارگاه ط یهسو  یمیآنز یتفعال ی. منحن 5شکل 

 

یونی برحسب  یکیجداشده از پساب مکان یهسو  یمیآنز یتفعال  ی. منحن6شکل 
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 ها یزوله ا   یبوتایپینگ ر 
ربه انجام  زنج  یبوتایپینگمنظور  واکنش    یمراز پل  ای یرهابتدا 

انجام گردمطابق آنچه در قسمت مواد و روش .  یدها ذکر شد، 

با    PCRدر ژل آگارز ران شد. محصول واکنش    PCRعملکرد  
آن در   یجشد که نتا  یآگارز بررس  لاستفاده از الکتروفورز در ژ

نشان داده شده است.   7شکل 

 

 یکیژنوم دو نمونه جداشده از پساب کشتارگاه و پساب مکان PCRحاصل از   ی. باندها 7شکل 
 

تع از  ا  16SrRNA  یژنوم  یتوال  یین پس  دو  با   یزوله،هر 
توال بلاست  از  پا  هایاستفاده  سوNCBIداده    یگاهدر    ها¬یه، 

توال  ییشناسا ا  یشدند.  به  پساب   یزوله مربوط  از  جداشده 
  identو با    یدبلاست گرد  NCBI  یدر بانک ژن  یورکشتارگاه ط

و    98برابر   باکتر 0/0برابر    E.valueدرصد،  با    ئروموناس آ  ی ، 
جداشده از   یزولهمربوط به ا  یشباهت نشان داده شد. توال  یورون

 identو با    یدبلاست گرد  NCBI  یدر بانک ژن  یزن  یکیپساب مکان
و   یاسه، از خانواده بورخولدر0/0برابر    E.valueدرصد و    98برابر  

شباهت نشان داده شد. هر دو    یدورانسمتال  یاویدوسگونه کوپر
به  یزولها توال  ییشناسا  ید،جد  های یهسو  عنوانمذکور  ژن    یو 

پاآن دو  در  ا  EBIو    NCBIداده    یگاهها  آدرس    ینترنتیبا 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=Khezeli    و

https://www.ebi.ac.uk/ebisearch/search.ebi?db=nucleot
ideSequences&query=Khezeli&submit1=1&requestFro

m=ebi_index  ی هاتحت شماره  Accession: MK241569.1    و
Accession: MK240539.1  .ثبت شدند 

 گیری یجه .بحث و نت 4

نمونه   در از  پس  حاضر  پساب   ی بردارمطالعه  و  فاضلاب  از 
شد. سپس    ارزیابی  هادر آن  یپازل  یمآنز  یدمختلف، تول  ی هامحل
منحن  هایزولها  یمی آنز  یتفعال اساس  ل  ی بر    یپازاستاندارد 

گرد نها  یدمشخص  در    یی شناسا  یایی،باکتر  ی ها-یزولها  یتو 
شد و سپس    ازی ها جداسنمونه  ینمختلف از ا  ی کلون   16شدند.  

 یب چرب و ترک  یداس  یداز تول  ی هاله شفاف )که ناش  یبررس  ی برا
نمک با  نشان  یمکلس  یهاآن  فعالو  است(    یپازی ل  یتدهنده 

ده   یان،م  ینآگار کشت داده شدند. از ا  یینتو  یطمجدداً در مح
 یجاد ا  یجهو در نت   یپاز ل   یمآنز  یددرصد( قادر به تول   5/62)  ی کلون

بودند.   شفاف  کشتارگاه    دوهاله  نمونه    1  یکلون   2نمونه  و 
  ین هاله و اندازه آن و همچن  یل از نظر تشک  2  ی کلون  یکیمکان 

آمده و به موضوع  دستبه   یصنعت  ی هاکه از پساب  یطنوع مح 
و    یمیآنز یتفعال یزانم  یینتع ی بوده، برا یکحاضر نزد یقتحق

پس از   یاییباکتر  های یزولهاستفاده شدند. ا  یمولکول   ییشناسا
ز  یزی آمرنگ آنها    یبررس  یکروسکوپم  یرگرم،  اغلب  و  شدند 
گرم مثبت    یلدو باس  یانم  ینبودند. در ا  یگرم منف  های یل باس
اغلب    یزن   یشینمشاهده شد. در مطالعات پ  یزن  یل کوکوباس  یکو  

خاص  هاییی باکتر م   یپازی ل  یتکه  ظاهر  شکل   ای یلهداشتند، 
 هایی و همکاران، باکتر  ی مثال در مطالعه البسطاو  ی داشتند. برا

اشر   ی گونهها  شده،ی جداساز  یپولیتیکل و   یشیاسودوموناس 
باس که  ن  یل بودند  همکاران  و  ارطغرل   یها گونه   یزهستند. 

به   یلوسباس باکتررا  کردند   ی جداساز  یپولیتیکل  های ی عنوان 
گ]9[ مطالعه  در  ن  یتاچاپا.  همکاران    یپولیتیک ل  ی باکتر  یزو 

 . ]9[بود  شکلای یله سودوموناس م شده،ی جداساز

و   1  یکلون  2)نمونه کشتارگاه    یدر دو کلون  یمیآنز  فعالیت
مکان ل2  یکلون  یکینمونه  استاندارد  نمودار  اساس  بر  و    یپاز،( 

نتا  یبررس  یصورت کمبه به  یجشد.  که  نشان داد  مرور حاصل 
 یمیآنز  یتفعال  یزانم  یجهو در نت  های رشد باکتر  یزانزمان، م
، 48در    یمیآنز   یتفعال  لعهمطا  ین. در اکندی م  یداپ  یشآنها افزا

 یریگاندازه  ی ساعت پس از کشت باکتر  144و    120،  96،  72
ساعت    144را در    یت رشد و فعال   یشترینب   ی،شد که هر دو باکتر

 ی باکتر ی برا یمیآنز یتفعال یرپس از کشت نشان دادند. مقاد
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ب کشتارگاه  پساب  از  بر    65/22و    99/2  ینجداشده  واحد 
جداشده از پساب    ی باکتر  ی برا  یزانم  ینبود. ا  یر متغ  لیتریلی م

 قرار داشت.  لیتریلی واحد بر م 2/39تا  73/3در بازه  یکی،مکان 

  POMEدر    هایکروارگانیسمنشان داد که م  Bala  های یافته
م   یخوببه م  یجنتا  ین،بنابرا  کنندیرشد  که   دهدی نشان 

 یهتصف  ی برا  POMEاز    یبوم  های یکروارگانیسم م  ی جداساز
  ی صنعت  ی هاپساب  یستیز  یهو تجز  یستیز  یهمؤثر، تصف  یستیز

  یه سویک  یپازی ل  یت فعال  یزاناست. جوزف و همکاران م   ی ضرور
  ی گزارش کرده که از نوع  لیتریلیواحد بر م  3را    یلوکوکوساستاف

  ینکشت، ا  یطمح  سازی ینه جدا کردند و پس از به  یاییدر  یماه
 . ]12[دادند  یشافزا  لیتریلی واحد بر م 1/8مقدار را به 

در رسوبات    sychromonas  ی هاگونه    Pelikan  یقتحق  در
  یدر پردازش کربن آل  ی هستند و عامل مهم  یعمتنوع شا   یاییدر

عملکردها   ها،یتدر مورد هو   یدی جد  ینشمطالعه ب  ینهستند. ا
نکروتوده   ی هاکه ماکرومولکول   دهدی ارائه م  هاییی و ژنوم باکتر

با    یز. مفاخر و همکاران نکنند ی م  یبرا تخر  یافراوان در بستر در
واحد بر   8-11را    یپازی ل  یتمخمر، مقدار فعال  یاستفاده از نوع

عنوان مختلف به   یباتذکر کردند که با استفاده از ترک  لیتریلی م
 .  ]13[دست آمده بود منبع کربن به 

ن  برخی محققان  روش  یزاز  از  استفاده  مانند    ییهابا 
فعالکلون ژن،  افزا  هایکروارگانیسم م  یپازی ل   یتکردن    یش را 
  از  استفاده  با  که(  1390)  همکاران   و  وفا  مانند  اند¬داده

واحد   8-12  یپازی ل   یتاند فعالتوانسته   باسیلوس  ژن  کردنکلون
 .  ]14[دست آوردند را به  لیتریلی بر م

مقاد  یقتحق  در م  65/22  یرحاضر  بر   یبرا  لیتریلیواحد 
ط   ی باکتر کشتارگاه  پساب  از  بر    39/ 2و    یورجداشده  واحد 

دست آمد  به   یکی جداشده از پساب مکان  ی باکتر  ی برا  لیتریلی م
است    ی ترقبولقابل   یارمقدار بس  یشین پ   یقاتکه نسبت به تحق

ن   یپازی ل   عالیتف  تواندی م   یکیژنت   های ی به دستکار  یازو بدون 
مقاد  ییبالا  با  البته  باشد.  م دستبه  یرداشته  گفت    توانیآمده 

  لیتر،یلیواحد بر م  17حدود    یبا اختلاف  مکانیکی  پسابنمونه  
دارد که    ی بالاتر  یپازی ل  یتنسبت به نمونه پساب کشتارگاه، فعال

فعال  یدتول  یشتری ب  یپازل  یمآنز  تواندیم به  توجه  با    یتکند. 
  یق و شناخت دق ی مولکول ییشناسا ی، دو کلون ینا ی بالا  یپازی ل

تکن  های باکتر از  استفاده  پرا  PCR  یکبا   یعموم  یمرهای و 
نشان داد    NCBIداده    یگاهدر پا  هایصورت گرفت. بلاست توال

  یدورانسمتال  یاویدوسو کوپر  یآئروموناس ورون هایزولها ینکه ا
باکتر  باشند ی م پا  یدجد  های یهعنوان سوبه   ی و هر دو    یگاهدر 

 به نام نگارنده ثبت شدند.  EBI یز و ن NCBIداده 

رسوبات به   یدورانسمتال  کوپریاویدوس در  معمول  طور 
حاو  ییهازباله   یا  ی صنعت فلزات    ییبالا   های غلظت  ی که  از 
از فاضلاب   باریناول  ی باکتر  ین. اشودی م  یافتهستند،    ینسنگ 

رو بلژ  ی،کارخانه  ا  ی جداساز  یکدر  بعدها  در   ی باکتر  ینشد. 
 .  ]15[شد   یافت  یزن یگرید ی هامحل

است و    یاری اخت  هوازی یب  یک  یدورانسمتال  کوپریاویدوس
شرا  تواند ¬یم فسفر  ی عاد  یطدر    یداتیو اکس  یلاسیونمتحمل 

زمان اما  اکس  یگردد  ا  یطمح  یژنکه  باشد،   یباکتر  ینکم 
با    تواندی م  ینهمچن  ی باکتر  ین کند. ا  یارا اح  یتراتن  تواند¬یم

که    مانیکند. ز  یانرژ  یدتول  یدی،اس  ی مشتقات قند  یجذب برخ
  یدورانس متال  یاویدوس کربن در دسترس باشند، کوپر  یمنابع آل

  ی،آل  ی هاسنتز مولکول  ی برا  CO2  یای و اح  یتبا تثب   تواندی م
همچن  یتفعال باشد.  داشته   یدکردن اکس  یی توانا  یناتوتروف 
ه  یرآلیغ  ی گوگرد  یباتترک گاز  ژن  یدروژنو  دارد.    یهارا 
 یطی دارد که در شرا  وجود  ی باکتر   یندر ژنوم ا  یاری بس  یقیتطب

الکل   کدکردن  با  نباشند،  دسترس  در  ذکرشده  منابع  که 
 یاویدوس کوپر  شوندی موجب م  یدروژناز،ده  یدو آلده  یدروژنازده

مانند پروپانول، بوتانول و استون    یباتی بتواند از ترک  یدورانسمتال
کند    ی انرژ گونه ]16[کسب  بورخولدر  ییها.  خانواده   یاسه از 

شده تول  اند ¬گزارش  به  قادر  فعال  یپازل  یدکه    یپولیتیکل  یتو 
  یم آنز  یدتول  ییبر توانا  یمبن  ی اما تا کنون گزارش  ]17[هستند  

مشاهده نشده    یدورانس متال   یاویدوسکوپر  ی توسط باکتر  یپازل
 است.  

متحرک، گرم   شکل،ای یلهم   ی باکتر  یک  یورون  آئروموناس
ب  یمنف  ا  یاری اخت  هوازی ی و  ز  ی باکتر  یناست.  در    یر اغلب 

تکبه   یکروسکوپم ورونشودی م   یدهد  یصورت  آئروموناس    ی . 
  ین شده است. ا  ی جداساز  یژهو  یآب  های یستم از خاک و س  یشترب

و    شراتها، حازجمله بدن انسان یمختلف  های یطدر مح  ی باکتر
ن ورون  یززالو  آئروموناس  دارد.  مبه   یوجود  فلور    یکروبی عنوان 

خون را   تواندی مشاهده شده است و م  یزدستگاه گوارش زالو ن
 . ]18[کند  یهدر دستگاه گوارش زالو تجز 

)  یاسکارپول -کاسترو همکاران  گونه  2003و  چند   ،)
  یی استخراج کردند و پس از شناسا  زدهیخ   یآئروموناس را از ماه

مولکول  یکمورفولوژ و  یو  ازجمله    های یژگیآنها،  مختلفشان 
ل  یتیکپروتئول  های یژگیو مطالعه کردند. تست    یپولیتیکو  را 
ا  ی برا  یپازل ورون  های یزولههمه  و    یآئروموناس  بود    75مثبت 

  ین بودند که ا  plcو    lip  ،lip H3  ،pla  ی هاژن  یدرصد آنها دارا
لژن در سنتز  تول  یپازها  دارند.  باکتر  یپازل  یدنقش  نقش    ی در 
 .  ]19[دارد  زایییماری ب ینو همچن یهدر تغذ یمهم یاربس
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باکتر  در پساب   یپید ل  کننده یهتجز  های ی مطالعه حاضر  از 
نسبت به اکثر    ی،دو باکتر یپازل ید و اثبات شد که تول ی جداساز

د  یپاز ل   یدکنندهتول  های ی باکتر بس  یگردر  بالاتر   یارمطالعات، 
شناسا کلون  ینا  یمولکول  ییاست.  دو   یدو  آنها  که  داد  نشان 

  یدورانسمتال  پریاویدوسو کو  ی از  آئروموناس ورون  یدجد  یهسو
باکتر دل  یدورانسمتال  یاویدوسکوپر  ی هستند.    یتفعال  یلبه 

  یاربس   ی باکتر  یکعنوان  به   زانبودنیماری بالا و ب   یاربس   یپازی ل
.  گرددی م  یشنهادها پپساب  یستیز  یهتصف  ی مناسب و کارآمد برا

 های یشپس از آزما  تواندیم  یزن   یآئروموناس ورون  یدجد  یهسو
ب  یا  زایییماری ب ژن  طر  زای یماری حذف  از    ی مهندس  یقآن 

 .یردقرار گ  استفاده مورد هاپساب یهتصف ی در راستا  یک،ژنت

 ی و قدردان   تشکر 

  49961ارشد به شماره    یکارشناس  نامهیانپا  یجمقاله از نتا  این
نور، مستخرج شده    یام دانشگاه پ   یکروبی م  ی فناور  یست رشته ز

دانشگاه    یراستا از مساعدت معاونت محترم پژوهش  یناست. در ا
 .  گردد ی م یقدردان

   یسندگان نو   سهم 

آن را بر    های یگیری امور مربوط به مقاله و پ   یسندگاننو  تمامی
 اند. عهده داشته 

 ی مال   حمایت 

حما  ینا تحت  پژوهش  یتپژوهش  پ  یمعاونت  نور    یامدانشگاه 
 بوده است. 

 تعارض منافع  

 . در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد یتضاد منافع گونهیچه
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