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بر   Streptomyces sp. Strain SC 190های ثانویه باکتری  بازدارندگی متابولیت تأثیر

در میگو  در راستای پیشگیری از عارضه لکه سیاه فعالیت آنزیم پلی فنول اکسیداز

 (Litopenaeus vannamei)د غربی سفی
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 مقاله: نوع

 پژوهشی

 چکیده

موجب زیان  و استبه ویژه میگو  پوستان سختعارضه لکه سیاه مشکلی اساسی در توسعه صنعت فرآوری 

 یها دانه رنگو ایجاد  (PPO)آنزیم پلی فنول اکسیداز . عامل ایجاد این عارضه عملکرد گردد میاقتصادی 

های استخراج شده از  تابولیتبازدارندگی م تأثیرمطالعه ارزیابی این . هدف باشد میسیاه در بدن میگو 

در راستای یافتن جایگزینی برای  PPOبر فعالیت آنزیم  Streptomyces sp. Strain SC 190 باکتری

میگو  های نمونهاز سفالوتوراکس  PPOین منظور آنزیم ه اهای شیمیایی مورد استفاده بود. ببازدارنده

جداشده از  SC 190های باکتری  ان داد متابولیتگردید. نتایج نش یساز خالصنسبی  طور  بهاستخراج و 

 PPO (g/mL µ 67/3±76/76دارای فعالیت مهارکنندگی روی آنزیم ، Holothuria scabraخیار دریایی 

IC50:) .فنیل پیکریل هیدرازیل دی های آزاد قادر به مهار رادیکال هامتابولیتهمچنین این  بودند (DPPH )

در  ها آنبودند. نتایج آزمون سمیت این ترکیبات بیانگر عدم سمیت  g/mL µ 41/2±46/14معادل IC50با 

های  متابولیتبود. حضور ترکیبات فنولی در عصاره  (HUVEC) بند ناف انسانمقابل رده سلولی اندوتلیال 

نشان داد ژن  SC 190باکتریایی با استفاده از غربالگری شیمیایی تأیید گردید. شناسایی پلی فازی جدایه 

16s rRNA این باکتری با سویهStreptomyces cellulosae   درصد تشابه داشت. بر اساس  66به میزان

به عنوان  توانند می SC 190 Streptomyces sp. Strainاستخراج شده از باکتری های  متابولیتاین نتایج 

  . گیرندقرار  بیشتر مطالعهنگهدارنده زیستی در فرایند فرآوری میگوی سفید غربی مورد 

 مقاله: تاریخچه

 23/61/66دریافت: 

 23/60/66اصلاح: 

 44/66/66پذیرش: 

 :کلمات کلیدی

 آنتی اکسیدان 

 پلی فنول اکسیداز

 متابولیت

 ملانوزیس

 میگوی سفید غربی

 

 ه ـمقدم

به ویژه میگو  وستانپ سختنگهداری  وپس از برداشت  لکه سیاه یا ملانوزیس یکی از مشکلات جدی در فرایند جابجایی عارضه

حسی فراورده را تخریب نموده و  های ویژگیاما  کند نمیآسیب مستقیمی ایجاد  کننده مصرفبرای  . اگرچه این پدیدهباشد می

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک m_gozari@yahoo.com  
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و محصول کاسته شده میزان بازارپسندی و  اقتصادیبه شدت از ارزش . در نتیجه گردد میموجب کاهش کیفیت و ماندگاری 

اکسید شدن  بیوشیمیایی های واکنشملانوزیس در نتیجه ایجاد  (FAO, 2008). شود می یا ملاحظه منجر به ضرر مالی قابل

. آنزیم پلی فنول (Nirmal and Benjakul, 2012) گردد میایجاد   (PPO)آنزیم پلی فنول اکسیداز وسیله به فنول به کوئینون ها

زایی در  دانه رنگ. این آنزیم در شود میهمچنین به عنوان فنول اکسیداز، تیروزیناز و کاتچین اکسیداز  نیز شناخته  اکسیداز

یک آنزیم دارای عملکرد دوگانه و  PPO. (Nurhayati et al., 2015) نقش دارد ها میوهشدن سبزیجات و  ای قهوه، مهرگان بی

شامل  ها واکنش. این شود میاین آنزیم کاتالیز  وسیله به مولکولی. دو واکنش پایه در حضور اکسیژن باشد میمس فلز حاوی 

( و اکسیداسیون بعدی دی فنول ها به EC 1.14.18.1مونوفنول به دی فنول ها )مونو فنول اکسیداز،  هیدروکسیلاسیون

این آنزیم در سه نوع مختلف ایزومر  با . (Garcia-Molina et al., 2005) باشند می( EC 1.10.3.1ی فنول اکسیداز کوئینون )د

به بسته  پوستان سختشدت تشکیل ملانوزیس در . (Jukanti, 2017) وجود دارد PPOو داکسی  PPO، متیل  PPOنام اکسی 

. مطالعات (Benjakul et al., 2005)است غلظت آنزیم  و اختلاف در پیش ماده لیبه دلنوع گونه متفاوت است و این تفاوت 

انجام ، اکسیژن و مس ها آنزیمحذف اجزای ضروری واکنش مانند با  PPOدر زمینه مهار یا پیشگیری از فعالیت آنزیم  یمختلف

 تاستفاده شده اس بسیار رزورسینول هگزیل-1، مشتقات سولفیت و پوستان سختدر  ملانوزیس. برای کنترل شده است

(Gómez‐Guillén et al., 2005; Heuer et al., 1997).  سولفیتی و  اتمشتق استفاده از نهیزم در رانهیگ سختبا توجه به قوانین

خیر انداختن ملانوزیس در میگو افزایش أطبیعی برای به ت های افزودنیبه سمت ه توج PPOتجاری  های بازدارندهقیمت بالای 

 4ترکیبات فنولی گیاهی عصاره دانه انگور، ارگوتیونئیناستفاده از  . اخیراً(Gonçalves and de Oliveira, 2016) یافته است

ه است شد مطالعهملانوزیس در میگو ر در ایجاد خیأت برایثر ؤم های افزودنیعصاره قارچ خوراکی و عصاره چای سبز به عنوان 

(Encarnacion et al., 2011)میگوی سفید غربی .  (Litopenaeus vannamei) درصد تولید میگوی پرورشی را در  66حدود

هرمزگان، بوشهر،  های استانعمده در  طور بهاین گونه در ایران نیز گونه غالب پرورشی بوده که سطح جهان تشکیل داده است. 

. در حال حاضر روش معمول برای پیشگیری یا تأخیر این پدیده در کشور استفاده از شود میو گلستان پرورش داده خوزستان 

نامطلوب این ترکیب شیمیایی انجام مطالعه در زمینه استفاده از ترکیبات طبیعی  تأثیر. اما به دلیل استمتابی سولفیت سدیم 

 موجود در خلیج فارس خیار دریاییهای  گونهاز های جداسازی شده  داد باکتری. مطالعات اخیر نشان باشد میجایگزین ضروری 
 بنابراین برای .(Gozari et al., 2018) باشند میدر تولید ترکیبات زیست فعال به ویژه آنتی اکسیدان  دارای توانمندی بالایی

برای کنترل ملانوزیس در این  2های دریایی به عنوان نگهدارنده زیستی های ثانویه باکتری اولین بار ایده استفاده از متابولیت

 .Streptomyces spثانویه استخراج شده از باکتری های  متابولیتمطالعه مطرح گردید. هدف اصلی از این تحقیق ارزیابی 

Strain SC 190 شیمیایی مورد استفاده در فرایند پیشگیری از عارضه  های بازدارندهمنظور یافتن جایگزین طبیعی برای  به

ثانویه استخراج شده از های  متابولیتسنجش فعالیت بازدارندگی  -4ملانوزیس در میگوی سفید غربی بود. اهداف فرعی شامل: 

متابولیت ثانویه  یدانیاکس یآنتبررسی فعالیت  -2سفید غربی؛  استخراج شده از میگوی PPOدر مقابل آنزیم  SC 190سویه 

غربالگری  -1بررسی سمیت متابولیت ثانویه استخراج شده در مقابل رده سلولی طبیعی انسان و  -3استخراج شده از باکتری؛ 

 شیمیایی متابولیت ثانویه استخراج شده، بود.

 ها مواد و روش

 میگو های نمونه سازی آمادهو  آوری جمع

استان هرمزگان  در سایت پرورش میگوی تیاب ازگرم  26وزن حدود با  Litopenaeus vannameiمیگوی سفید غربی 

 66مدت طی  ( نگهداری و4:2) وزنی افزودنی در مخلوط یخ با نسبت هیچ نوع تازه و بدون صورت به ها نمونهخریداری شد. 

با  سفالوتوراکس میگوهاپس از جدا کردن شسته و در یخ نگهداری شدند. با آب سرد سپس شدند. ل دقیقه به آزمایشگاه منتق

 . ندبه مدت دو هفته نگهداری شد  -C° 26ر دمای ف پلی اتیلنی دودر ظره و  به پودر تبدیل شد ،کوبیدن در نیتروژن مایع

                                                           
1 Ergothioneine 
2 Biopreservative 
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   PPOاستخراج آنزیم 

از  آمده به دستگرم پودر  46. (Montero et al., 2001)د و همکاران انجام ش Monteroaبر اساس روش  PPOآنزیم استخراج 

   مولار،  4مخلوط شد. این بافر حاوی کلرید سدیم  =pH) 2/6مولار ) 64/6از بافر فسفات سدیم  تریل یلیم 36سفالوتوراکس با 

  ساعت در دمای 3به مدت ترکیب  بود. این BRIJ® 35% از 2/6
C° 1  دوریفیوژ یخچال دار با سانترسپس در  .شدمخلوط 

g0666  ر دمای دC° 1  درصد به مایع رویی  16سولفات آمونیوم برای ته نشین شدن، . ه قرار گرفتدقیق 36به مدت

دقیقه  36به مدت  C° 1ر دمای د g42466پس از سانتریفیوژ در آمده  به دسترسوب . گردیدشده اضافه  آوری جمع

-PD) مولکولی از فیلتراسیون زدایی نمکبرای  . در نهایتدشحل  =pH) 4/7فسفات سدیم )بافر  لیتر میلی 4/2در و  آوری جمع

10 column, Sephadex G-25 M) بافر فسفات سدیم  در ،لیتر میلی 4/2به میزان   آمده به دست استفاده شد. حجم نهایی

 . دشی نگهدار  -C° 64ر دمای و دحل مولار  64/6

 PPOسنجش فعالیت آنزیم 

L-DOPAبا استفاده از و  و همکاران  Monteroروش بر طبق  PPOت آنزیم فعالی
 به عنوان سوبسترا مورد سنجش قرار گرفت 3

(Montero et al., 2001).  حاوی چاهک مورد آزمونLµ 16  خالص شده آنزیم ترکیبPPO  باLµ206 محلول L-DOPA  با

پس از قرار دادن این محلول به مدت  PPOمولار بود. فعالیت  64/6بافر فسفات  Lµ206میلی مولار در آب مقطر و  26غلظت 

 (Shimadzu UV-1601از اسپکتروفوتومتر )نانومتر با استفاده  164و ثبت میزان جذب نوری در  C° 24دقیقه در دمای  4

درصد فعالیت  صورت بهافزایش میزان جذب بر دقیقه بیان شد. فعالیت نسبی آنزیم  صورت بهنتایج  و قرار گرفتسنجش  مورد

م و بلانک برای آنزی های نمونهبیانگر افزایش جذب نوری در دقیقه است.  A. ه گردیدمحاسب 100 × (A/Amax)آنزیمی با معادله 

 . شداز ترکیب واکنش تهیه  ها آنبا جایگزینی آب مقطر و حذف به ترتیب سوبسترا 

  Streptomyces sp. Strain SC 190های ثانویه از باکتری  تولید و استخراج متابولیت

فعال خلیج مولد ترکیبات زیست های   یاز کلکسیون باکتر  Holothuria scabraجداشده از خیار دریایی SC 190سویه باکتری 

محیط کشت به فارس و دریای عمان متعلق به پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان دریافت شد. این باکتری 

Marine broth   شرکتHimedia   ر انکوباتور شیکردار با سرعت چرخش روز د 4تلقیح گردید و به مدتrpm 226 دمای  در

C° 20 حلال اتیل  وسیله بهمایع  -مایع تخمیری فیلتر و  با استفاده از روش مایع ،گذاری. پس از اتمام فرایند گرماقرار گرفت

های سنجش زیستی در دمای  استخراج شد. پس از تبخیر حلال آلی عصاره باقیمانده به منظور انجام آزمون (v/v4:4 استات )

C°66-  نگهداری شد(Gozari et al., 2016b). 

  PPO های ثانویه استخراج شده از باکتری بر فعالیت آنزیم متابولیت تأثیرارزیابی 

خالص ز آنزیم ا L µ 16مقدار، PPOاستخراج شده از باکتری بر فعالیت آنزیم  هایبازدارندگی متابولیت تأثیربه منظور سنجش 

μg mL)  نهایی یها غلظتتخراج شده با از متابولیت اس Lµ416( و =pH 0مولار ) 46/6بافر فسفات  L µ 416شده با
-1 466  ،

فعالیت آنزیمی  و شدگرماگذاری  C° 24دقیقه در دمای  4به مدت و سپس ( مخلوط 04/6، 72/44، 24/34، 4/72، 424، 246

 nm  164 . جذب هر واکنش در طول موجگردید یریگ اندازهدر آب  L-DOPAمحلول  Lµ 206 در همان شرایط با افزودن

 دهنده نشان A1محاسبه شد.  A] ×100  [(A1-A2) /درصد ممانعت از فعالیت آنزیمی با معادله و سنجش قرار گرفتمورد 

 . (Montero et al., 2001) میزان جذب نوری در حضور بازدارنده است A2میزان جذب نوری در غیاب بازدارنده و 

 های استخراج شده  متابولیت اکسیدانی آنتیسنجش فعالیت 

                                                           
3 L-3,4-dihydroxyphenylalanine 
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صورت   به DPPHهای آزاد  با استفاده از روش سنجش مهار رادیکال SC 190های ثانویه  متابولیتاکسیدانی فعالیت آنتی

،  µg/ml 724, 342 ،447، 60 ،36 ،46) های نهایی غلظت IC50منظور تعیین   مورد غربالگری قرار گرفت. به 1مایکرودایلوشن

عصاره و  عنوان کنترل منفی  متانول به ،عنوان استاندارد  آسکوربیک اسید به در این آزمایش، ( مورد سنجش قرار گرفتند.64/6

از غلظت  µl 4 . مقدار(Gozari et al., 2019a) عنوان شاهد استفاده گردید  به Marine broth اتیل استاتی محیط کشت

در گرفتن  قرار دقیقه 36هر چاهک افزوده شد. پس از  به) DPPH (µM 466محلول  µl464 های کنترل به  متابولیت یا نمونه

 Microplate reader  (BioTech instrument)با دستگاه  nm 446در  ها نمونهمقدار جذب نوری  دمای اتاق و تاریکی، 

 .(Leong and Shui, 2002)با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد  DPPHهای آزاد  درصد فعالیت مهار رادیکال شد.گیری  ندازها

466 = (I0) - (Is) / I0 × های آزاد  صد فعالیت مهار رادیکالدرDPPH 

I0 جذب در چاهک حاوی :DPPH  µl 464  +µl 4 متانول 

Isدر چاهک نمونه یا کنترل : جذب 

 انسانی های سلولهای استخراج شده در مقابل  سنجش فعالیت سیتوتوکسیک متابولیت

HUVECبند ناف انسان ی اندوتلیال سلولرده 
فعالیت  و رمال از انستیتو پاستور ایران تهیه شدبه عنوان سلول ن C554با کد  4

 Sigma-Aldrichشرکت   MTTبا معرف تترازولیوم با استفاده از روش رنگ سنجی SC 190ثانویه  های متابولیتوتوکسیک تسی

 4×461محیط کشت حاوی سلول با تعداد نهایی از  L µ 466به هر چاهک .(Peng and Zhao, 2009)مورد سنجش قرار گرفت 

درصد دی اکسید کربن به  4در حضور  C  36°در دمای یا خانه 67آن میکروپلیت  به دنبالاضافه شد.  لیتر میلیسلول در 

 μg mL-1 4666های )غلظت 7استفاده از رقیق سازی دو برابریبا (Gozari et al., 2019b). د گرماگذاری ش  ساعت 21مدت 

. پس از تهیه گردیدتهیه  Gibcoشرکت  DMEMاز عصاره در محیط کشت  (04/6، 72/44، 24/34، 4/72، 424 ،246، 466،

ط قبلی ساعت دیگر با شرای 37و میکروپلیت به مدت ه به هر چاهک افزوده شد lµ 466از هر رقت  مورد نظر های رقت

 3به مدت افزوده شد و  )MTT (mg/ml4محلول  l µ 46این مرحله . پس از اتمام(Gozari et al., 2019c) گرماگذاری گردید

 1حاوی دی متیل سولفوکساید و متانول با نسبت حلال  معرف l µ 466آن  به دنبالساعت با شرایط قبلی گرماگذاری گردید. 

ثبت گردید. این  nm  446طول موجمیکروپلیت ریدر در  وسیله بههر چاهک مقدار جذب نوری  به هر چاهک افزوده شد. 4به 

 آزمون با سه تکرار انجام شد و فعالیت سیتوتوکسیک هر نمونه با معادله زیر محاسبه شد. 

 = [(Atest) – (ABlank)/ (A control) – (ABlank)] × 100درصد فعالیت سیتوتوکسیک 

Atest شده :چاهک حاوی سلول تیمار نوری جذب مقدار   

ABlank:   چاهک حاوی محیط کشتری نوجذب مقدار    

A control:     چاهک حاوی سلول تیمار نشده نوریجذب مقدار  

 استخراج شده از باکتری های  متابولیتشناسایی اولیه 

             لایه نازک و آشکارسازی با معرف کروماتوگرافی استخراج شده از باکتری از های متابولیتغربالگری اولیه  به منظور

Foline-Ciocalteu  گردید و با سیستم حلال  یگذار لکهروی صفحه سیلیکاژل فلورسنت  ها متابولیتاستفاده شد. عصاره

اسپری  وسیله  بهکروماتوگرافی و خشک شدن صفحه، فرایند آشکارسازی  پس از اتمام اجرا گردید. 66:46متانول  :کلروفرم

                                                           
4 Microdilution 
5  Human Umbilical Vein Endothelial Cells 
6 Two fold dilution 
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Rf های ایجاد شده و  گ لکهنمودن معرف روی صفحه کروماتوگرافی انجام شد. با بررسی رن
عاملی  های گروهحضور ، ها آن6

 .(Ashworth and Stahl, 2013) فنولی بررسی شد

  SC 190 شناسایی باکتری

 های ویژگیفنوتیپی شامل صفات مورفولوژیک، بیوشیمیایی، فیزیولوژیک و بر اساس  های ویژگیجدایه باکتری بر اساس 

لوژیک ماکروسکوپی شامل شکل و رنگ مورد شناسایی قرار گرفت. صفات مورفو 16s rRNAژنتیکی شامل تعیین توالی ژن 

ISPاستاندارد  یها طیمحمیسلیوم ها، میزان رشد و تولید اسپور در 
 های ویژگی. (Shirling and Gottlieb, 1966)بررسی شد  0

مصرف منابع نیتروژن و کربن توسط باکتری مورد سنجش قرار گرفت و خصوصیات فیزیولوژیک شامل  بیوشیمیایی شامل

ژنومی باکتری بر  DNA. برای شناسایی ژنتیکی ابتدا (Williams, 1989)تولید پیگمان و رشد در دماهای مختلف ثبت گردید 

6اساس روش 
CTAB  استخراج شد(Kieser, 2000).  16به منظور تکثیر توالیs rRNA 27های عمومی  از پرایمرF  1492وR 

 4به مدت  C  61°دقیقه، دمای  1به مدت  C 61°واکنش به صورت: دمای  یها چرخه. (Desai et al., 2016) شد استفاده

به  C 62°چرخه و به دنبال آن دمای  34دقیقه با اجرای  2به مدت  C 62°دقیقه و دمای  4به مدت  C 76°دقیقه، دمای 

 ,Seoul) به شرکت ماکروژن کره جنوبی یساز خالصژن تکثیر شده پس از  .(Gozari et al., 2016a)دقیقه انجام شد  46مدت 

South Korea)  ارسال و توالی دریافت شده با استفاده از برنامهMegablast  ثبت شده در پایگاه  یها هیسودر مقایسه با

NCBIهای  داده
 NCBIدر بانک ژن  16s rRNAپس از انجام آنالیز توالی ژن . (Zhang et al., 2000)مورد آنالیز قرار گرفت  46

 ثبت شد.  MH633705با شماره دستیابی 

 آنالیز آماری

با  IC50( ارائه شد. SEخطای استاندارد )±  صورت میانگین  بهزیستی  یها سنجش. نتایج شدها با سه تکرار انجام تمام آزمون

 محاسبه Graphpad prism 6 (.GraphPad Software, Inc)افزار  ستفاده از نرمبا او رگرسیون غیرخطی ، با %64اطمینان سطح 

 .گردید

 ج ـنتای

 314استخراج شده از سفالوتوراکس میگوی سفید غربی نشان داد فعالیت کل آنزیم معادل  PPOآزمون سنجش فعالیت آنزیم 

Δ (OD/min/ml و فعالیت ویژه آن معادل )های  بازدارندگی متابولیت تأثیر. بررسی بود تئین(پرو گرم میلی)فعالیت کل/ 3/64

داد روند بازدارندگی آنزیم به  نشان PPOبر فعالیت آنزیم Streptomyces sp. Strain SC 190 ثانویه استخراج شده از باکتری 

عصاره باکتریایی (. 4)شکل ش نشان داد درصد بازدارندگی افزای ،SC 190با افزایش غلظت عصاره  وصورت وابسته به دوز بود 

با کاهش غلظت عصاره، فعالیت بازدارندگی  که یدرحالکامل فعالیت آنزیم بود  قادر به ایجاد بازدارندگی g/mL µ 466در غلظت

به میزان  g/mL µ 67/3±76/76در غلظتتوانست  SC 190های  متابولیت نیز کاهش یافت. محاسبات آماری نشان داد عصاره

بیانگر فعالیت  ،با متابی سولفیت سدیم SC 190عصاره  را مهار نماید. مقایسه فعالیت بازدارندگیدرصد فعالیت آنزیمی  46

فعالیت آنزیمی را مهار  g/mLµ 20/4±42/24 به میزان IC50که متابی سولفیت سدیم با  طوری بهبود.  کمتر متابولیت باکتری

. کرد کامل متوقف طور بهفعالیت آنزیمی را  g/mL µ 466 ،246 ،424های غلظتترکیب متابی سولفیت سدیم در  ه ونمود

آزاد  های رادیکال g/mLµ  41/2 ±46/14 مقدار به IC50قادر است با  SC 190نشان داد عصاره  اکسیدانی آنتیسنجش فعالیت 

DPPH  سه فعالیت مقای (.2)شکل  کرد می نیز از روند وابسته به دوز پیروی اکسیدانی آنتیرا مهار نماید. روند فعالیت

ارزیابی فعالیت با آسکوربیک اسید بیانگر فعالیت بیشتر آسکوربیک اسید بود.  SC 190های  متابولیتعصاره  اکسیدانی آنتی

                                                           
7 Retardation Factor  
8  International Streptomyces Project 
9  Cetyl trimethylammonium bromide method 
10 National Centre for Biotechnology Information 
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 mg 4کمتر از  های غلظتدر  ،HUVECدر مقابل رده سلولی انسانی  SC 190 هایمتابولیت یید نمود عصارهأسیتوتوکسیک ت

مشاهده میکروسکوپی نیز بیانگر عدم تغییر  علاوه بر شمارش سلولی با روش رنگ سنجی،فعالیت سیتوتوکسیک نشان نداد. 

. این نتایج (3د )شکل بو SC 190 هایمتابولیت پس از انجام تیمار با عصاره ها سلولقابل ملاحظه در فراوانی و مورفولوژی 

آزمون کروماتوگرافی لایه نازک . است انسانی های سلولدر برابر  SC 190باکتری  های متابولیتعصاره سمی بودن بیانگر غیر

از چهار جزء دارای جذب در طول موج پرتو فرابنفش تشکیل شده است.  SC 190باکتری های  متابولیتنشان داد عصاره 

جزء  3 نمود که  دییتأ ،باکتریایی استخراج شدههای  متابولیتاز نظر وجود ترکیبات فنولی در این ترکیبات غربالگری شیمیایی 

، 33/6به ترتیب جزء  3این  (RF) عاملی فنولی بودند. فاکتور نگهداری های گروهبا  یتفکیک شده حاوی ترکیباتجزء  1از 

استخراج های  متابولیتو عدم سمیت  اکسیدانی آنتیبازدارندگی،  یها تیفعالبا توجه به (. 1ثبت گردید )شکل 11/6و  30/6

 یها آزمونپلی فازی صورت گرفت. نتایج  یها روشر تکمیل مطالعات، شناسایی باکتری با و به منظو SC 190شده از باکتری 

های معین در محیط کشت شامل، رنگ میسلیوم و میزان رشد  دارای ویژگی SC 190شناسایی مورفولوژیک نشان داد باکتری 

این جدایه بیانگر ایجاد آرایش  باشد. مورفولوژی میکروسکوپیمی Streptomycesمشابه جنس  ISPکشت  یها طیمحدر 

ی ها آنزیمتوسط این باکتری بود. بررسی خصوصیات بیوشیمیایی نشان داد این جدایه قادر به تولید  Rectiflexibleاسپوری 

در حالی که فاقد توانایی تولید آنزیم نیترات ردوکتاز و سولفید هیدروژن بود. بررسی مصرف منابع  است؛اکسیداز و کاتالاز 

های لاکتوز و رافینوز، بقیه ترکیبات کربنی مورد آزمون ن دارای ارزش تشخیصی برای این جدایه نشان داد به جز قندکرب

فیزیولوژیک این باکتری نشان داد هیچ پیگمانی توسط این باکتری تولید نشده  های ویژگیتوسط این باکتری متابولیزه گردید. 

به عنوان دامنه مناسب برای رشد این باکتری تعیین گردید )جدول  6تا  4از  pH و محدودهC 16 – 46°در محدوده دمایی  و 

نوکلئوتید  4104نوکلئوتید بود که  4466ای با طول حدود تکثیر شده، بیانگر تولید قطعه 16s rRNA(. الکتروفورز توالی ژن 4

موجود در  یها هیسواین باکتری با  16s rRNA بر اساس مقایسه توالی ژن Megablast(. آنالیز 4را تعیین توالی نمود )شکل 

 . باشد می  Streptomyces cellulosaeبا سویه  %66دارای همولوژی به میزان  SC 190نشان داد جدایه  NCBIبانک ژن 
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 لوتوراکس میگوسفا استخراج شده از PPOبر مهار آنزیم SC 190 متفاوت متابولیت  های غلظت تأثیر .1شکل 
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 های استخراج شدهتوسط متابولیت  DPPHمیزان مهار رادیکال آزاد .2شکل 

 

 

تیمار شده  های سلول چاهک کنترل موجود در های سلول HUVEC (A)های باکتری بر رده سلولی ارزیابی فعالیت سیتوتوکسیک متابولیت .3شکل 

(B)  ( 200 یینما بزرگباX) 

                                         

یی غربالگری شیمیا .4شکل 

های ثانویه تولید شده متابولیت

 SC 190,توسط جدایه 

آشکارسازی شده با معرف 

Foline-Ciocalteu .یها لکه 

علامت حاوی ترکیبات  فنولی با 

 پیکان نشان داده شده است.
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 SC 190مورفولوژیک، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک جدایه  های ویژگی .1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       

 بحث

اخیر  های سالدر  ،میگو ویژه بهوزیس در افت کیفیت و تنزل بازارپسندی غذاهای دریایی با توجه به اهمیت عارضه ملان

از بافت  PPOمطالعات مختلفی با هدف پیشگیری از این عارضه انجام شده است. نخستین گام این مطالعات استخراج آنزیم 

 باشد میبیوسنتز کننده دارای تنوع ساختاری  یاه ژنمختلف بر اساس  یها سمیارگان. از آنجا که این آنزیم در باشد میمیگو 

. علت (Taranto et al., 2017) باشد میکاربردی بودن مطالعه ضروری  کارایی و  استخراج آن از ارگانیسم هدف به منظور

 مشخصه نتیجه مشخصه نتیجه

 میسلیوم رویشی زرد احیا نیترات -
 رنگ

 میسلیوم هوایی سفید تولید اکسیداز +

16 -46  °C خوب محدوده دمای رشد ISP II 

تولید رشد و 

اسپور روی 

محیط های 

 کشت

 ISP III خوب رشد pHمحدوده  0-4

 ISP IV ضعیف محدوده تحمل شوری 46%>

 گلوکز +

ع 
ناب

ف م
صر

م
ن

کرب
 

 ISP V خوب

 ISP VI خوب فروکتوز +

 ISP VII خوب زایلوز +

 CDA خوب آرابینوز +

 BA خوب رامنوز +

 NA خوب سوکروز +

Rectifle رافینوز -

xible 
 مورفولوژی اسپور

 پیگمان ملانوئیدی - گالاکتوز +

 پیگمان محلول - مانیتول +

 تولید سولفید هیدروژن - لاکتوز -

 تولید کاتالاز +  

تکثیر  16S rRNAژن  .5شکل 

 SC 190شده جدایه 
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 در این بافت بود PPOآنزیم بالای وان منبع استخراج آنزیم نتایج مطالعات مختلف در زمینه میزان انتخاب سفالوتوراکس به عن

(Dinçer et al., 2015) . موجب کاهش که  نسبی آنزیم از سولفات آمونیوم استفاده شد سازی خالصاستخراج و به منظور

دلیل تداخل این ترکیب با آزمون ه . البته بنماید میگردیده و خلوص نسبی را ایجاد  ها آن گذاری رسوبو  ها پروتئینحلالیت 

بل قا از بین رفتن بخشبه سبب . (Scopes, 2013) حذف نمود زدایی نمکدیالیز کردن یا  وسیله به آن راباید  ،آنزیمسنجش 

. استفاده شد زدایی نمکدر مطالعه حاضر از ستون  (،طولانی بودن فرایند به دلیل)از فعالیت آنزیم طی دیالیز  یا ملاحظه

توانمندی بالایی در ممانعت  g/mL µ 76/76معادل IC50با  نشان داد که این ترکیب SC 190بررسی میزان بازدارندگی عصاره 

( این ترکیب دارای قدرت  = g/mLµ 42/24IC50اگرچه در مقایسه با متابی سولفیت سدیم ) داشته است.  PPOاز فعالیت آنزیم 

مهارکنندگی کمتری بود اما نباید اثرات نامطلوب متابی سولفیت سدیم را از نظر دور داشت. متابی سولفیت سدیم و سایر 

با اتصال بازگشت ناپذیر به  دانه رنگریزه شدن مختلفی مانند جلوگیری از پلیم های یسممکانترکیبات دارای گروه سولفیت با 

آلرژیک  های واکنشنمایند. لیکن را مهار می PPOو احیاء کوئینون ها، فعالیت آنزیم  ها پروتئینکوئینون ها، تغییر ساختار 

. از این رو مطالعات به سمت استفاده از (Yoo et al., 2018) باشد می ها آنملاحظه در استفاده از  ترین بزرگترکیبات سولفیتی 

های استخراج شده با نتایج سایر مطالعات نیز  متابولیتبازدارندگی  تأثیرسمی متمرکز شده است. میزان یبات طبیعی غیرترک

نشان دادند اسید کوژیک که دارای منشاء قارچی  (2664)و همکارانش  Montero ،یک مطالعه. در باشد میقابل مقایسه 

استخراج شده از میگوی سفید غربی جلوگیری  PPOدرصد، از فعالیت آنزیم  06، به میزان g/mL µ 446در غلظت باشد می

حاوی  (Leucaena leucocephala)و همکاران گزارش دادند که پودر عصاره دانه سوبابل  Nirmal دیگریدر مطالعه  .کند می

 Nirmal)دارد استخراج شده از میگوی سفید غربی  PPOاثر بازدارندگی علیه  mM  6/3بوده که در غلظت mimosineترکیب 

and Benjakul, 2011b). 

طبیعی  های سلولستفاده برای مورد ا های غلظتدر  SC 190نتایج مطالعه حاضر نشان داد متابولیت استخراج شده از باکتری 

در سایر   .کند نمیخطری ایجاد  گونه هیچاز این نظر  کننده مصرفانسانی، کاملاً ایمن و غیرسمی بود. بنابراین برای سلامت 

قرار  ییدتأو اسید کوژیک مورد  mimosineمطالعات نیز سمیت ترکیبات مورد مطالعه سنجیده شده و عدم سمیت ترکیبات 

برای  SC 190 عصاره احتمالاً SC 190 ترکیبات استخراج شده از باکتری در مورد مکانیسم عمل بازدارندگی  گرفته است.

. مطالعات نشان داده است که ترکیبات فنولی دارای توانایی نماید میبا سوبسترا رقابت  ، PPOاتصال به جایگاه فعال آنزیم 

خود  یمهارکنندگو از طریق این مکانیسم قادر به اعمال فعالیت  ندباش می PPOاتصال به یون مس در جایگاه فعال آنزیم 

فنولی در عصاره مورد بررسی با استفاده از  عامل های گروهیید حضور أبا توجه به ت .(Nirmal and Benjakul, 2011a)هستند 

 PPOاتصال ترکیبات فنولی به جایگاه فعال آنزیم  ،توان مکانیسم احتمالی بازدارندگی رامی ،تکنیک غربالگری شیمیایی

درصد با  66نشان داد این باکتری تشابه ژنتیکی به میزان  SC 190جدایه ژنتیکی . نتایج شناسایی (1)شکل  پیشنهاد نمود

متعلق به  یها هیسوبرخی در ی تولید ترکیبات فنول و وجود مسیرهای بیوسنتزیه است. داشت  Streptomyces cellulosaeگونه 

ماهیت نسبتا ً  توان می. با توجه به فاکتور نگهداری اجزای تفکیک شده (Rani et al., 2018) است گردیدهاین گونه اثبات 

(. نتایج مطالعه حاضر نشان داد متابولیت استخراج 1را تأیید نمود )شکل  SC 190قطبی ترکیبات فنولی موجود در عصاره 

بسیاری در زمینه افزودن غذاهای دریایی با  (. اخیرا ً مطالعات2قوی است )شکل  اکسیدانی آنتیشده، دارای فعالیت 

ترکیبات زیادی از قبیل رزماری و چای سبز نیز برای این منظور  انجام شده و ها آنطبیعی در طی فرآوری  های اکسیدان یآنت

 ,.Kulawik et al) شوند میهای طبیعی موجب کاهش روند اکسیداسیون اسیدهای چرب  پیشنهاد شده است. آنتی اکسیدان

. (Ozogul et al., 2011)د ندار ها باکتریبر کاهش رشد  یمهارکنندگ تأثیر. همچنین برخی از ترکیبات آنتی اکسیدان (2013

، اکسیدانی آنتیبه سبب فعالیت بازدارندگی آنزیم و فعالیت  SC 190به همین دلیل اهمیت متابولیت استخراج شده از باکتری 

تواند مدل، نمی های یستمسهای آنزیمی در مقیاس آزمایشگاهی و بازدارنده. اگرچه قابل ذکر است فعالیت گردد میمضاعف 

تواند امکان و دستیابی به این ترکیبات زیستی، می ها یسممکانکامل به شرایط طبیعی تعمیم داده شود. اما درک  طور به

د و در یافتن عوامل جدید و کارآمد برای هدف متفاوت، فراهم کن یها گونههای مختلف برای را، با افزودنی ها آنمقایسه کارایی 

 Streptomyces sp. Strainمفید باشد. در نهایت نتایج این مطالعه توانمندی باکتری  یر انداختن یا ممانعت از ملانوزیسبه تأخ
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SC 190 های ثانویه بازدارنده فعالیت آنزیم  ار دریایی را، در تولید متابولیتجداسازی شده از خیPPO اد لکه سیاه، عامل ایج

های آزاد بالایی در مهار رادیکال اکسیدانی آنتیثانویه استخراج شده فعالیت های  متابولیتتأیید نمود. همچنین نشان داد 

DPPH  د به عنوان یک توان میاستخراج شده های  متابولیتانسانی نداشتند. بنابراین افزودن  های سلولداشته و اثر سمی علیه

 در فراوری میگوی سفید غربی برای مطالعات بیشتر در نظر گرفته شود.  نگهدارنده بالقوه 
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