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 ABSTRACT 
 

 Background:   Melanin is a negative charge hydrophobic complex pigment. Melanin is produced naturally in bacteria to 
protect them against UV, free radicals and environmental stresses. Pigment production in bacteria has more advantages 
than other biosources due to its rapid growth, higher efficiency and easier extraction. The aim of this study was the isolation, 
biochemical and molecular identification the melanin pigment producing bacterium in the presence of l-tyrosine and the 
evaluation of the pigment biological properties.  

 Materials & Methods:   The soil sample was collected from the University of Isfahan Park, and cultured in nutrient agar medium 
containing l-tyrosine. The colony with brown halo was isolated and identified using phenotypic and molecular methods. The 
bacterial growth and melanin production were evaluated by spectrophotometry at 600 and 400 nm, respectively. The melanin 
pigment was extracted by increasing the acidity of the broth culture supernatant. The melanin production yield, antioxidant 
activity and sun protection factor (SPF) of melanin were determined. 

Results:   Pseudomonas stutzeri strain UIS2 capable to grow in nutrient agar and melanin production, was isolated and 
registered in NCBI GenBank with accession no. MG519615. The maximum melanin production was obtained 600 mg l-1 by 
isolated strain. The antioxidant property of melanin in DPPH test was determined as 74.9% and its SPF was 49.05 U/mL. 

Conclusion:  The melanin pigment from the isolated Pseudomonas showed high SPF and high antioxidant activity against 
ROS stresses. So, it can be suggested as a suitable candidate for application in cosmetic, pharmaceutical, and environmental 
decontaminant. 
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Introduction

 Melanin is a negative charge hydrophobic complex 
pigment that is a substance made of small particles 
virtually insoluble in the environment and is usually 
used for its color, protective or other characteristics. 
Pigments are of particular importance in many 
industries, including the food and pharmaceutical 
industries (1). 

The importance of microbial pigments has been 
emphasized in a variety of applications including 
cosmetics, food, pharmaceuticals and textiles, and 
they also have cytotoxic, antioxidant, antimicrobial, 
anti-cancer, anti-tumor, and anti-combustion 
activities (3-5). It is also known as a potent antioxidant, 
antivirus, and antibiotic, in addition to being able to 
protect organisms against toxic free radicals, protect 
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against pathogenic bacteria, and regulate heat. 
Melanin can be produced in bacteria by chemical 
synthesis methods based on tyrosine oxidation and 
enzyme catalysis. One of the problems with the use of 
melanin extracted by microorganisms is the presence 
of impurities of toxic secondary metabolites that 
cannot be used in medicine and food. Other problems 
include insolubility in water and solubility in organic 
materials. Melanin is classified into three forms: 
eumelanin, pheomelanin, and neuromelanin (7, 4). 

Melanin producing bacteria include some species of 
Aeromonas, Streptomyces, Bacillus, Vibrio, and 
Alteromonas (3, 11-13). Melanin produced from the 
bacteria Azotobacter chroococcum and Burkholderia 
cenocepacia has strong antioxidant properties and 
therefore they can protect themselves against 
environmental free radicals (14). 

Water-soluble brown pigment pheomelanin can be 
synthesized by Pseudomonas species including 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas alcaligenes, 
and Pseudomonas putida using a tyrosinase 
mechanism within 24 to 48 hours (5, 16, 17). 

In this study, the bacterium Pseudomonas stutzeri 
UIS2 was isolated to produce melanin in the presence 
of L-tyrosine. This is the first report of a P. stutzeri 
bacterium that produces high levels of melanin only in 
the presence of L-tyrosine. Melanin pigment 
extraction and its structure have been studied using 
spectroscopic analysis methods and its protective 
properties against sunlight and its antioxidant 
inhibition have been determined. 

 

Materials and Methods 

To separate the melanin producing bacteria from the 
soil sample, 1 g of each sample was added to 10 mL of 8.5% 
normal saline buffer in a 50 mL flask, and was shaken (60 
rpm) for 30 min at 37°C (18). Initial identification was done 
by gram staining, morphological and biochemical tests 
(21–19). Melanin production during bacterial growth was 
monitored by spectrophotometer at 400 and 600 nm in 
comparison with melanin standard (7). KOH test was used 
to confirm the staining. Biochemical tests were used to 
identify the isolates initially. 

After extraction of the isolated strain gene by boiling 
cell mass grown in Loria-Brittany broth culture, 
molecular identification using primers 1492R 
 5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’ and 27F-YM  
3′-AGAGTTGCT-3AG-AGAGTTGCT-5’. 16SrRNA gene 
fragment amplification with about 1500 open pairs 
was performed by PCR and amplified fragment 
sequencing. Sequence of the above product was 
blasted in NCBI and MEGA-6 software was used to 
draw the phylogenetic tree. To do this, the 
homologous strain sequences were first extracted 

from the NCBI site and then sequenced by the Muscle 
program in MEGA-6 software (7). 

The melanin pigment was then extracted and then 
purified. To determine the potency of a sunscreen with a 
sun protection factor (SPF). To determine the extracted 
SPF of melanin as a sunscreen metabolite, it was first 
dissolved in a specific concentration in ethanol and then its 
UV absorption from a wavelength of 290 to 320 nm at a 
distance of 5 nm was measured by spectrophotometer 

and calculated by the following equation (24) : 

 

SPF=CF × ∑ 𝐸𝐸320
290 λ × I[λ] × Abs[λ] 

 

The free radical scavenging activity of the pigment 
extract of Melanin bacterium was measured by 2, 2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) using modified Brand-
Williams et al. method. Ascorbic acid was used as standard 
composition and tested in three replications. The percent 
inhibition of DPPH compound was calculated using the 
following equation (4): 

DPPH inhibition (%) = 
 (control absorbance _ test absorbance) × 100 

 

Results 

Among the grown bacteria, gram-negative bacillus, 
strain 2 UIS, was isolated from soil samples of Isfahan 
University Park with the ability to produce melanin on the 
L-tyrosine-containing medium. The formation of a brown 
or black area around the isolated colonies in the culture 
meThe biochemical properties of this bacterium were able 
to grow at acidity of 8.5 and at optimum temperature of 
35°C under aerobic condition, catalase and oxidase 
positive conditions, indole, MR, VP and negative H2S, 
negative gelatinase, positive citrate intake, casein 
hydrolysis and positive. The bacterial colonies were pink 
on MacConkey agar, yellow on nutrient agar, and brown 
on tyrosine agar. 

The gel image corresponding to the PCR strain isolated 
in Figure 2 shows the product of 1500 matched pairs 
against the DNA marker. The sequences obtained from the 
PCR product after blast in NCBI showed 99.92% similarity 
with P. stutzeri (accession number AB680324.1). The 
isolated strain of melanin pigment generator was accessed 
at NCBI GenBank National Biotechnology Information 
Center under accession number MG519615. The 
phylogenetic tree was constructed by multiple sequences 
with evolutionary intervals by software. Tree topology was 
analyzed by bootstrap analysis of 100 datasets using 
MEGA6.1 software (Figure 3). Its phylogenetic tree also 
shows the close phylogenetic relationship of the 
sequenced strain with P. stutzeri. 
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Melanin pigment was produced in the resting phase of 
bacterial growth after 70 h with the appearance of black 
pigment in broth medium. Generally, melanin produced 
by this bacterium was about 600 mg/L. Melanin purity was 
observed by observing the absorbance peak at 210 nm 
(Figure 4). 

DPPH inhibition was obtained by measuring absorbance 
at 516 nm at about 75% and close to standard ascorbic 
acid (78%) as shown in Figure 5. 

The results of UV absorption at different wavelengths 
and SPF calculation are presented in Table 1. The SPF of 
melanin obtained from P. stutzeri UIS2 strain was found to 
be 49.05 as the inhibitor of ultraviolet radiation. 

 

 

 

Figure 1. P. stutzeri bacterium after 24 h in a 2 g / L l-
tyrosine agar medium incubated at 30°C in degrading l-

tyrosine and primary melanin production. 

 

 

Figure 2. PCR image of 16S rRNA gene of some isolated melanin producing strains: (1) UIS19 strain, (2) UIS2 strain, and (3) 
1kb marker DNA. 

 

Figure 3. Phylogenetic tree of the melanin-producing UIS2 strain isolated (MG519615 Pseudomonas accession number 
isolate in the box marked whose 16S rRNA sequence was 99.92% similar to that of P. stutzeri bacterium accession number 

AB680324.1). 
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Figure 4. Diagram of absorbance length of standard melanin (B1) and pure melanin UIS2 (C1) strain with UV 
spectrophotometer 

 

Table 1. Optical Adsorption Results of Melanin Isolated P. stutzeri UIS2 Strain by Melanin Dissolution in Methanol for Determination 
of SPF 

λ(nm) Abs EE.I EE.I  ×  Abs 

290 0.686 0.015 0.01029 

295 0.672 0.0817 0.0549024 

300 0.648 0.2874 0.1862352 

305 0.831 0.3278 0.2724018 

310 0.794 0.1864 0.1480016 

315 0.642 0.0839 0.0538638 

320 0.632 0.018 0.011376 

 

 

 

Figure 5. Antioxidant activity of melanin produced from P. 
stutzeri UIS2 in comparison with standard ascorbic acid at 

concentration of 20 mg/L in DPPH test 

 

Discussion 

Pseudomonas stutzeri is a gram-negative bacillus 
with flagella and grows under aerobic conditions on 
medium containing starch and maltose and is unable 
to degrade arginine and glycogen. Its difference with 
other Pseudomonas strains is that they do not 
produce fluorescence pigment and are very similar to 
those of Pseudomonas alcaligenes, and Pseudomonas 
putida. This bacterium is difficult to isolate because of 
limited nutrient requirements for growth and is well 
grown in medium containing low ammonium nitrate 
and incubation temperature of 37°C. 

The new colonial form of this bacterium differs from 
that of other Pseudomonas spp. The colonies are dry, 
hard, wrinkled and branched, but it is easy to remove 
from the surface of the solid medium and changes in 
shape and color after some time. For this bacterium, a 

Spectrum-B1

Spectrum-C1

Wavelength (nm)

O
D

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

0.000

0.500

1.000

1.500

2.000

2.500

3.000

3.500

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

P. stutzeri Standard(VIT C)

A
n

ti
o

xi
d

an
t 

A
ct

iv
it

y 
(D

P
P

H
%

)



74   Isolation and Characterization of Melanin Producing Pseudomonas stutzeri  

Year 14, Issue 1 (January & February 2020)                      Iranian Journal of Medical Microbiology 

very wide growth temperature range between 4 and 
45 °C has been reported (26). 

Melanization has important roles such as protecting 
and adapting to various physiological and chemical 
stressors such as temperature, radiation, humidity, 
and toxicity by various contaminants in 
microorganisms (33). 

Maximum melanin production in isolated UIS2 
strain Pseudomonas was about 600 mg/L, which is 3.6 
times higher than that of Streptomyces bikiniensis 
with 166 mg/L melanin in culture medium containing 
yeast and peptone extracts. In Yarrowia lipolytica 
yeast the production of melanin is about 160 mg/L, 
and Klebsiella GSK mediated by tyrosine is reported at 
about 130 mg/L (34). On the other hand, HMGM-7 
strain of Pseudomonas stutzeri produces about 6.7 g/L 
of melanin under optimum conditions (20), which is 
higher than the native isolate in this study due to the 
optimization performed. 

The sun protection factor of the strain isolated in 
this study was 40.05 which is very good compared to 
the synthetic and natural ingredients used in 
cosmetics. It is also worth noting that the production 
of melanin as a solar UV blocker using non-pathogenic 
environmental bacteria in the presence of L-tyrosine 
is much faster and with higher production rates than 
metabolites produced by algae and cyanobacteria. 

Conclusion 

Pseudomonas stutzeri was isolated as a melanin 
producing bacterium in this study, which was able to 
grow in a simple medium (nutrient agar) containing l-
tyrosine and melanin synthesis. The biological 
properties of the isolated melanin strain have been 
determined for use in industry. Melanin pigment of 
this strain showed high antioxidant activity against 
ultraviolet radiation and oxidative stress ROS. Isolated 
melanin can be used in cosmetics, pharmaceuticals, 
agriculture, and environmental contaminants. Its 
antioxidant properties can inhibit DNA damage and 
other biological compounds. In addition, melanin is 
used as a skin protection agent in creams and 
cosmetics. 
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ها براي محافظت طور طبيعي در باکتريبا بار منفي داشته و به زيگردانه ملانين ساختار پيچيده آب رنگزمینه و اهداف: 

رشد سريع،  ليها به دلدانه در باکتريتوليد رنگشود. توليد ميهاي محيطي تنشهاي آزاد و ، راديکالفرابنفشدر مقابل اشعه 

تر نسبت به ساير منابع زيستي داراي مزاياي بيشتري است. هدف از اين مطالعه جداسازي و بازدهي بالاتر و استخراج راحت

 دانه بوده است. رنگاين  زيستيهاي ملانين و مطالعه برخي ويژگي دکنندهيتول مولکولي باکتري بيوشيميايي و شناسايي

تيروزين کشت و باکتري مولد    - محيط کشت نوترينت آگار حاوي ال و در    ي آور اصفهان جمع   پارک دانشگاه نمونه خاک    مواد و روش کار: 

و توليد ملانين با  تيروزين  - رشد باکتري در محيط حاوي ال شناسايي شد.  مولکولي  هاي فنوتيپي و  وش با استفاده از ر  جداسازي و   رنگ ي ا هاله قهوه 

انجام  کشت مايع  مايع رويي اسيديته  افزايش  ۀ دانه بوسيل استخراج رنگ  .شد  گيري اندازه نانومتر  400و  600ترتيب در ه روش اسپکتروفتومتري ب 

 گيري شد. ( اندازه SPFدر برابر نور ) آن  زان خاصيت محافظتي  ( و مي DPPHاکسيداني ) و ميزان ملانين توليد شده، خواص آنتي   ، گرفت 

جداسازي و با شماره دسترسي  د ملانين ي ول با توانايي رشد در نوترينت آگار و ت  UIS2سويه  ي استوتزر  سودوموناس   : ها یافته 

MG519615    در بانک ژنNCBI   اکسيداني  دست آمد. خاصيت آنتي به   ليتر گرم بر  ميلي   600  ه حداکثر توليد ملانين در اين سوي .  ثبت شد

 .  د دست آم به ليتر  واحد بر ميلي  05 /49(  SPF% و خاصيت محافظتي در برابر نور آفتاب )   DPPH   9 /74 ملانين استخراج شده در آزمايش 

بالا     SPFبا داشته و    ROSهاي  اکسيداني بالايي در برابر تنش جداشده فعاليت آنتي   سودوموناس دانه ملانين  رنگ   گیري: نتیجه 

 رفع آلودگي محيط زيست پيشنهاد شود. و  مناسبي براي کاربردهاي آرايشي، دارويي،    اي عنوان کانديد ه تواند ب مي 
 

 توتزريسسودوموناس ا ،لانينم ۀ، رنگدانSPFاکسيدان، آنتي :هاواژه کلید

 
 

 دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است. :  مجله میکروب شناسی پزشکی ایران   ©رایت  کپی 

 مسئول: ۀنویسند

شناسي سلولي  گروه زيست  ، زهرا اعتمادي فر 
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 مهمقد

که از ذرات کوچک تشکيل شده و در  است اي دانه مادهرنگ

،  دليل خاصيت رنگيمحيط کاربردي عملاً نامحلول است و به 

ها از اهميت دانهشود. رنگ مي استفاده    يا ساير خواص آن  محافظتي 

اي در بسياري از صنايع از جمله صنايع غذايي و دارويي ويژه

  هاي مصنوعي بر با توجه به اثرات مضر رنگ. (1)برخوردارند 

دست آوردن سلامتي انسان و محيط زيست، روند توسعه براي به

ها از منابع طبيعي در سراسر جهان قابل توجه است. توليد  دانهرنگ

به دليل علاقۀ روزافزون صنعت به  هاي ميکروبيدانهرنگ

راحتي قابل تجزيه، سازگار با محيط زيست و تر، به محصولات ايمن

هاي نوظهور تحقيقاتي به يکي از زمينه بار بدون ايجاد اثرات زيان

 .  (2)رود شمار مي 

هاي ميکروبي در کاربردهاي مختلف از جمله دانهاهميت رنگ

است و  شدهمواد آرايشي، مواد غذايي، دارويي و منسوجات تأکيد 

هاي سيتوتوکسيک، آنتي  اين ترکيبات همچنين داراي فعاليت 

موري و ضد احتراق اکسيدان، ضد ميکروبي، ضد سرطاني، ضد تو

شکل با  هاي سياه بي دانهگروهي از رنگ هاملانين  .(5- 3) هستند

گريزند که از طريق پليمريزاسيون وزن مولکولي بالا و اغلب آب

اکسيداتيو ترکيبات فنلي يا اندولي موجود در حيوانات، گياهان،  
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براي حيات و رشد  شوند. ملانين ها تشکيل مي ها، و قارچباکتري 

نيست، اما قادر است توانايي سلول را براي رقابت  ودات الزامي موج

و زنده ماندن در شرايط نامطلوب محيطي مانند تابش فرا بنفش  

اکسيدان عنوان يک آنتيهب  دانه. همچنين اين رنگ(5) تقويت کند  

  براينعلاوه  ؛ بيوتيک شناخته شده استو آنتي  ،ويروسآنتي  ،قوي 

  ، ديکال آزاد سميراات زنده در برابر توانايي محافظت از موجود

و تنظيم حرارت   ، در مقابل ميزبان  زاهاي بيماري محافظت از باکتري 

هاي سنتز ها با روشتوان در باکتري . ملانين را مي (6)را دارد 

شيميايي بر اساس اکسيداسيون تيروزين و کاتاليز آنزيم توليد کرد. 

يکي از مشکلات استفاده از ملانين استخراج شده توسط 

هاي ثانويه سمي هاي متابوليت وجود ناخالصي  هاميکروارگانيسم 

باشد. از مشکلات ديگر آن که قابل استفاده در دارو و غذا نمي   است

. ملانين  استر آب و محلول بودن در مواد آلي غير محلول بودن د

  شود پيوملانين طبقه بندي مي و  فئوملانين، يوملانين، شکل 3به 

.  است توليد ملانين پاسخ مقاومت به تحريکات محيطي  .(7, 4)

از جمله  ،وسيعي دارد هاي در بيوتکنولوژي کاربرد دانهاين رنگ

يط از راديکال داراي خاصيت پاکسازي مح ،قوي به فلزات تمايل

 حمل داروهاو تعويض يوني ، داراي خواص انتقال الکترون ،زادآ

اي هايي هستند که توسط طيف گسترده دانهملانين رنگانواع    .(8)

زنده ماندن در  و سبب افزايش تواناييها توليد از ميکروارگانيسم

دليل . ساختار ملانين به (9) شوندمي  بنفش  فراتابش اشعه  حضور

از منابع طبيعي و حلاليت ضعيف   آنمشکلاتي که در جداسازي 

است. ملانين در آب و  شدهندرت مطالعه هدانه وجود دارد، برنگ

هاي ارگانيک متداول )مانند هگزان، کلروفرم، اتيل استات،  در حلال

متانول يا استون( نامحلول است. از اين رو، توليد و اتانول، 

هاي عنوان يکي از زمينه ي اخيراً به هاي ميکروبدانهرنگ

 .(10)   اميدوارکننده و نوظهور در نظر گرفته شده است

 هاي برخي از گونه شامل ملانين  ۀ هاي توليد کنندباکتري 

 آلتروموناس و ائروموناس، استرپتومايسس، باسيلوس، ويبريو،

ازتوباکتر   هاي باکتري ملانين توليد شده از  (13- 11، 3) هستند 
ي قوي آنتي اکسيدان   خاصيت  بورخولدريا سنوسپاسيا و    ومکرووکوک

در برابر  توانند ها مي اين باکتري به همين دليل  داشته و

 .   (14)  کنندمحافظت  از خود هاي آزاد محيطي راديکال

اي ناهمگن با متابوليسم هوازي است جنس سودوموناس گونه 

ناهمگوني جنس سودوموناس   شود.که در آن از اکسيژن استفاده مي 

با مطالعات گسترده طبقه بندي بر اساس آزمايشات فنوتيپي و 

 هاي سويه ست.ژنوتيپي به طور قابل توجهي برطرف شده ا

 پيووردين و پيوسيانين   شامل  دانه محلولسودوموناس دو نوع رنگ

محلول در آب   اي دانه قهوه رنگ . پيوملانين ( 15)  د ن کن توليد مي 

،  ا ينوز ژ ائرو  سودوموناس از جمله  سودوموناس  اي ه ط گونه توس 

استفاده از مکانيسم   با  دا ي پوت سودوموناس  و  ، ژنز ي آلکال سودوموناس 

   .  ( 17,  16,  5) سنتز شود    تواند ساعت مي   48تا    24در طي  يروزيناز  ت 

به    UIS2  توتزري سسودوموناس ا در اين مطالعه باکتري 

تيروزين جداسازي شد. اين  -منظور توليد ملانين در حضور ال

که فقط در  است تزري ستوسودوموناس ااولين گزارش باکتري 

توليد  تيروزين در دماي پايين ميزان بالايي ملانين-حضور  ال

دانه ملانين استخراج و ساختار آن با استفاده از کند. رنگمي 

و خواص حفاظتي آن در  رسيبر اسپکتروسکوپيهاي آناليز روش

 ت. اکسيداني آن تعيين شده اسبرابر نور خورشيد و مهار آنتي 

 هامواد و روش

 جداسازي باکتري تولید کننده ملانین 

  1  ،براي جداسازي باکتري توليدکننده ملانين از نمونه خاک

نرمال در يک  %5/8ليتر بافر نمکي ميلي  10 بهگرم از هر نمونه 

بر شيکر  دقيقه  30به مدت  ، وشد اضافهليتري ميلي 50فلاسک 

.  (18)شد  زنيهم سلسيوسدرجه 37در دماي  دور در دقيقه 60

هاي نوترينت  در پليتهر نمونه سوسپانسيون  از    ليترميلي   1سپس  

با روش کشت سطحي  گرم در ليتر(  2تيروزين )-آگار حاوي ال

انکوبه  سيوسسلدرجه  30روز در دماي  3به مدت  تلقيح شده و

 اي سياه دانه قهوه توليد رنگهاي مورد نظر بر اساس  باکتري   .شدند 

. شناسايي اوليه توسط  سازي شدند جدا و خالص پرگنهاطراف 

گرم، خصوصيات مورفولوژيکي و بيوشيميايي انجام   آميزي رنگ

  ۀ وسيل  توليد ملانين در حين رشد باکتري به . (21-19) گرفت

در مقايسه با  نانومتر  600و  400 طول موجاسپکتروفتومتر در 

 . (7) شد استاندارد ملانين بررسي

هاي مورفولوژیکی  ها با استفاده از روش شناسایی سویه 

 و بیوشیمیایی 

هاي خالص و تازه باکتري مورد نظر در پليت،  پرگنه با استفاده از  

.  استفاده شد   KOHت  تس آن از  تأييد  شد و براي  نجام  ا   آميزي گرم رنگ 

  هاي بيوشيميايي هاي جدا شده از آزمون براي شناسايي اوليه سويه 

کاتالاز، اکسيداز، نوع متابوليسم تخميري يا اکسيداتيو با استفاده از  

رشد در ، OF   (Oxidation fermentation medium )محيط کشت 

 با استفاده از محيط کشت تيوگليکولات هوازي شرايط بي

(Thioglycollate Agar) توليد اندول و سولفيد هيدروژن  ،، حرکت
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  Sulfide Indole Motility Medium با استفاده از محيط کشت 

(SIM) محيط کشت   احتمالي توسط جدايه در، نوع تخمير

MR/VP  مصرف قند )گلوکز، لاکتوز و...(، احياي نيترات، مصرف ،

هيدروليز  گار، آ در محيط نشاسته سيترات، هيدروليز نشاسته

  EYA  (  Egg Yolk Agar )  محيطتوليد ليپاز و لسيتيناز در  ژلاتين،  

 .( 22) استفاده شد اوره هيدروليز و

 باکتري فیلوژنیمولکولی و  آنالیز

پس از استخراج ژن سويه جداسازي شده با استفاده از روش  

برتاني براث،  - جوشاندن تودۀ سلولي رشد يافته در محيط کشت لوريا 

   1492Rهاي با استفاده از پرايمر شناسايي مولکولي 

 ('3-CGGTTACCTTGTTACGACTT-'5 و )YM-27F   

 (3′ -AGAGTTTGATYMTGGCTCA -5′ مربوط به )  16ژنS 

rRNA     زوج باز با روش    1500د  اندازه حدو   با   طعه ق و تکثيرPCR    و

توالي   . ارسال قطعه تکثير يافته براي تعيين توالي انجام پذيرفت 

منظور رسم درخت  به بلاست شد و    NCBIحاصل از محصول فوق در  

هاي  استفاده شد. براي اين کار توالي  MEGA-6افزار فيلوژني از نرم 

گرفته شد و سپس توسط برنامه    NCBIهمولوگ سويه ابتدا از سايت  

Muscle   افزار  موجود در نرمMEGA-6   ( 7)   هم رديف شدند . 

 سازي آن دانه ملانین، و خالصاستخراج رنگ 

دانه، ابتدا پرگنه از کشت تازه سويۀ جداشده  براي توليد رنگ 

درجه   30به نوترينت براث انتقال داده شد و پس از انکوباسيون در  

رسانده شد و به   1اعت کدورت آن به س  24سلسيوس به مدت 

دانه شامل نوترينت حجمي به محيط کشت توليد رنگ  %5ميزان 

بعد   ملانين،   استخراجمنظور  به تيروزين تلقيح شد.    -براث حاوي ال

توليد ملانين در که  درجه سلسيوس 30در  ساعت 48 - 72از 

 مايع   محيط  ، ديده شدمنتشر  دانه سياه  صورت رنگه محيط کشت ب

دقيقه سانتريفيوژ شد   15دور در دقيقه به مدت  2500با سرعت 

هاي باکتري رسوب جامد سلول  ها جدا شود.از سلول  مايع روييتا 

مايع   .سفيد رنگ در انتهاي لوله رسوب کردند ۀصورت يک تودهب

 مايع رويياسيديته  سپس  د.  شرويي جدا شده و رسوب دور ريخته  

رسانده شد. در اين  3به نرمال  5 کلريدريک اسيد با استفاده از

هاي ريزي حالت معلق در سوپرناتانت صورت دانهه ملانين ب شرايط

ساعت   4-8مدت  ه  بيافت. ظرف محتوي ملانين  و رسوب  کرده  پيدا  

تا رسوب در ته ظرف و   گرفتدر يک مکان بدون حرکت قرار 

 2500سرعت    صورت معلق در سوپرناتانت تشکيل شود. سپس باهب

  دقيقه سانتريفيوژ شد تا ملانين کاملاً  15دور در دقيقه به مدت 

. گرديد  آوريرسوب کند. مايع رويي دور ريخته شد و ملانين جمع

بار   دو 1:1به نسبت  متانول - ملانين با محلول استونرسوب 

و شرايط  سلسيوس درجه 55ون آسپس در  ،شستشو داده شد

طول در  آن UV جذبحل، و  DMSOحلال در  ،تاريکي خشک

,  20)  شدخوانده  در مقابل ملانين استاندارد  نانومتر    200-300  موج

 و  يخچال در زيستي هاي آزمون براي  پودر ملانين همچنين   (.23

دانه در منظور تعيين ميزان توليد رنگ شد. به  داري نگه نور از دور

گرم بر شرايط کشت فوق، وزن رسوب نهايي ملانين برحسب ميلي 

 حجم محيط اوليه نيز محاسبه شد. 

 ( SPFگیري قدرت مهار اشعه آفتاب )اندازه

ور حفاظتي در برابر تقدرت يک فراورده ضد آفتاب را با فاک 

کنند. مشخص مي  (Sun Protection factor:SPF)نور خورشيد 

متابوليت ضد ملانين استخراج شده به عنوان  SPFبراي تعيين 

 جذب سپس  وبا غلظت مشخص در اتانول حل  ، ابتدا آن راآفتاب

UV  توسط  نانومتر    5  با فاصلهنانومتر   320تا    290طول موج    از  آن

 :(24) گرديدمحاسبه  معادله زيرو با  گيري اندازه وفتومترراسپکت

 

SPF=CF × ∑ 𝐸𝐸320
290 λ × I[λ] × Abs[λ] 

 

، ( rythema effect spectrumE)   مخفف طيف اثر اريتمي  EEکه در آن  

I  طيف شدت نور خورشيدي ( Solar intensity spectrum) ،Abs  

   فاکتور تصحيح  CF(، و ODجذب نوري محصول ضد آفتاب )

(Correction factor )(10.است )= 

 DPPHآزاد  رادیکال مهار قدرت گیرياندازه

دانه ملانين  فعاليت آزادسازي راديکال آزاد عصاره رنگ

ويليامز و همکاران،  -با استفاده از روش اصلاح شده برندباکتري 

گيري اندازه  (DPPH) هيدرازيليل رپيک - 1-ديفنيل 2، 2توسط 

 DPPH مولارميلي  1/0  محلولليتر از  يک ميليطور خلاصه،  شد. به 

  20غلظت )در اتانول عصارۀ ملانين ليتر ميلي  2ه بدر اتانول 

به شدت تکان داده فوق  . مخلوط  اضافه شد  ليتر(ميلي  بر  گرمميلي 

 دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت. سپس جذب در  30شد و به مدت  

گيري اندازه  (UV-VIS) با استفاده از اسپکتروفتومترنانومتر  517

ترکيب استاندارد استفاده و آزمايش نوان  به ع  شد. اسيد اسکوربيک

با استفاده   DPPH مهار ترکيب. درصد پذيرفتدر سه تکرار انجام 

 : (4) محاسبه شد زير از معادله

DPPH inhibition (%) = 
 (control absorbance _ test absorbance) × 100 
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 نتایج 

 جداسازي و غربالگري 

اي گرم منفي هاي رشد يافته، باکتري ميلهاز ميان باکتري

 پارک دانشگاه اصفهان با تواناييخاک نمونه از UIS 2سويه بنام 

-حاوي ال توليد ملانين بر روي محيط کشت نوترينت آگار

اي يا سياه در اطراف سازي شد. تشکيل منطقه قهوهجدا تيروزين

نده سنتز ملانين جدا شده در محيط کشت نشان ده يهاکلني

 . (1بوده است )شکل 

 هاي مورفولوژیکی و بیوشیمیایی ویژگی  

در اين مطالعه  اي گرم منفيباکتري ميله  2UISسويه  

توانايي توليد ملانين توسط آنزيم تيروزيناز اي با سويهعنوان به

سودوموناس  ي نوترينت آگار، هاکشت  جداسازي شده و در محيط

از مشخصات  .يافته استخوبي رشد هآگار ب  King’s Bآگار و

و در دماي  8.5 در اسيديتهتوانايي رشد بيوشيميايي اين باکتري 

اکسيداز  و کاتالاز، در شرايط هوازي  ،سلسيوسدرجه  35مطلوب 

مصرف  از منفي، ژلاتين  ،منفي  S 2Hو MR ، VPايندول،  ،مثبت

پرگنه  .  بت بوده استمث ، هيدروليز کازئين و نشاسته  مثبت  سيترات

آگار، به رنگ زرد  کانکيمک به رنگ صورتي بر روي  اين باکتري 

 د. شقهوه اي در تيروزين آگار ديده به رنگ و  ،آگار  روي نوترينت

 

ساعت در محيط  24بعد از   Pseudomonas stutzeriباکتري . 1شکل 

دماي تيروزين، انکوبه شده در -گرم در ليتر ال  2نوترينت آگار حاوي 

 تيروزين و توليد اوليه ملانين.-تيگراد در حال تجزيه ال ندرجه سا 30

  

 

 
 .  1kb  مارکر DNA ( 3) و ، UIS2 هي ( سو2) ،UIS19 هي ( سو1: )نيمولد ملان شده  يجداساز يهاه يسو يبرخ  16S rRNAژن  PCRژل  ري تصوت. 2شکل 
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و رسم درخت  16S rRNA ژن  ، تعیین توالیPCRنتایج 

 فیلوژنیک

  2سويه جدا شده در شکل  PCRتصوير ژل مربوط به 

نشان داده است.    DNAزوج بازي را در مقابل مارکر    1500محصول  

شباهت   NCBIپس از بلاست در  PCRتوالي حاصل از محصول 

)شماره دسترسي   سودوموناس استوتزري با باکتري  92/99%

AB680324.1دانه ( نشان داد. سويه جداسازي شده مولد رنگ

در مرکز ملي اطلاعات  MG519615 دسترسي با شماره  ملانين 

درخت فيلوژنتيک  شد. ثبت NCBI GenBankبيوتکنولوژيک 

توسط ترازهاي متعدد توالي با فواصل تکاملي توسط نرم افزار 

از   bootstrap وتحليلساخته شد. توپولوژي درخت با انجام تجزيه

  (. 3)شکل  شد بررسي  MEGA6.1 مجموعه داده با نرم افزار 100

يابي سويه توالي  ارتباط نزديک فيلوژنتيکنيز  درخت فيلوژنتيک آن  

 هد.دنشان مي سودوموناس استوتزري  با باکتري  شده را

 UVو آنالیز اسپکتروفتومتري    دانه قهوه اي سیاه استخراج رنگ   

ساعت    70رشد باکتري بعد از    سکوندانه ملانين در فاز  رنگ

طور کلي سياه در محيط کشت براث توليد شد. به   ۀدانبا ظهور رنگ

دست  گرم بر ليتر به ميلي  600 توليد ملانين از اين باکتري حدود

در طول موج مشاهده پيک جذب . ميزان خلوص ملانين با آمد

 (.  4شد )شکل مشاهدهنانومتر  210

 DPPH  اکسیدانتی با روشاندازه گیري فعالیت آنتی  

نانومتر    516وج  طول م  جذب درگيري  با اندازه   DPPHمهار  ميزان  

( %78و نزديک به استاندارد آسکوربيک اسيد ) %75به ميزان حدود  

 نشان داده شده است.    5در شکل به دست آمد که  

  (SPF) تعیین مقدار محافظت از آفتاب

در   SPFو محاسبه  هاي مختلفدر طول موج  UV جذب نتايج 

سودوموناس   ملانين حاصل از SPF آورده شده است. مقدار  1  جدول

به عنوان ممانعت کننده از اشعه فرا بنفش   UIS2استوتزري سويه 

 .دست آمدبه   05/49معادل 

 

 

 

 که کادر مشخص شده  درسودوموناس جدا شده   يدسترس شماره MG519615) جداسازي شده مولد ملانين  UIS2درخت فيلوژني مربوط به سويه ن. 4شکل 

 (. داشته است  AB680324.1  يشماره دسترس با ي استوتزر سودوموناس  يباکتر با %99/ 92 شباهتآن  16S rRNAژن    يتوال
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    SPFتعیین براي   به روش انحلال ملانین در متانول  Pseudomonas stutzeri UIS2سویه جدا شده ملانین جذب نوري تایج ن .3جدول 

λ(nm) Abs EE.I EE.I  ×  Abs 

290 686/0 015/0 01029/0 

295 672/0 0817/0 0549024/0 

300 648/0 2874/0 1862352/0 

305 831/0 3278/0 2724018/0 

310 794/0 1864/0 1480016/0 

315 642/0 0839/0 0538638/0 

320 632/0 018/0 011376/0 

 

 بحث 

اصفهان    پارک دانشگاه در مجموع در اين مطالعه از نمونه خاک  

که توانايي توليد ملانين در   ي استوتزر  سودوموناس  باکتري  پرگنه 

  هاي نوترينت برات و نوترينت آگار در محيط کشت   تيروزين - حضور ال 

برداري از اين منطقه  نمونه  .شد  سازي، شناسايي و ثبت را داشت جدا 

هاي کاج و وجود اشعه مستقيم خورشيد )گرم و  دليل وجود درخت به 

منطقه   ن ي رشد در خاک ا  يي که توانا  يي ها ي باکتر . خشک( انجام شد 

  ي کاج که مملو از مواد  آنت  ي سوزن  ي بخاطر مخلوط شدن با برگ ها 

 . (25)  باشند   ي م   ارزش   با   ار ي بس   هستند   دانت ي اکس ي آنت و    ال ي باکتر 

در    است و اي شکل و داراي فلاژل  منفي ميله   اين باکتري گرم 

نشاسته و مالتوز رشد   حاوي شرايط هوازي و روي محيط کشت 

. تفاوت آن با ديگر  ندارد آرژنين و گليکوژن را  کند و توانايي تجزيه  مي 

و بسيار   است دانه فلورسنس هاي سودوموناس عدم توليد رنگ سويه 

. جداسازي  است  ژنز ي آلکال و  دا ي پوت  سودوموناس  هاي شبيه به سويه 

  نياز زيرا شرايط غذايي محدود براي رشد  است، اين باکتري سخت 

محيط کشت حاوي کمي نيترات آمونيوم و دماي  و در  دارد 

طي    UIS2سويه  .  سلسيوس رشد مطلوبي دارد درجه    37انکوباسيون  

تيروزين توليد ملانين خارج    - روز در محيط کشت حاوي ال   3  مدت 

Spectrum-B1

Spectrum-C1
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( و ملانين خالص  B1نمودار طول موح جذب ملانين استاندارد ). 4شکل 

   UV( با دستگاه اسپکتروفتومتر  C1) UIS2سويه  

 

 Pseudomonasاکسيداني ملانين توليدشده از  آنتي  فعاليت  ميزان  . 5شکل  

stutzeri UIS2   گرم  ميلي   20با استاندارد اسيد اسکوربيک در غلظت    سه ي مقا   در

 DPPHتست    در   بات ي ترک   ن ي در ليتر از ا 
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تواند  سلولي نموده است. توليد بالاي ملانين در اين سويه باکتري مي 

دانه در  يد اين رنگ عنوان کانديداي مناسبي براي تول آن را به 

 فرمانتورهاي صنعتي معرفي نمايد.  

.  است ها متفاوت  فرم کلني تازه اين باکتري با بقيه سودوموناس 

صورت منشعب ديده  ه صورت خشک و سخت و چروکيده و ب ه کلني ب 

شود ولي برداشتن آن از سطح محيط کشت جامد راحت است و  مي 

کند. براي اين باکتري  ا مي بعد از مدتي شکل کلني و رنگ آن تغيير پيد 

  سلسيوس درجه  45الي  4محدوده دمايي رشد بسيار وسيع بين 

 . ( 26)   گزارش شده است 

عنوان توليد کننده ملانين با  ه ب بومي جداشده  UIS2سويه 

در اين  تيروزين حاوي تيروزين بر روي نوترينت آگار - ال  استفاده از 

  سودوموناس استوتزري  . توليد ملانين در شده است گزارش پژوهش 

(.  27گزارش شده است )   2014در سال  براي اولين بار     BTCZ10سويه 

تيروزين توسط آنزيم تيروزيناز  - ها در حضور ال توليد ملانين در باکتري 

گيرد که بسيار وابسته به فاکتور مواد  هاي آنزيمي صورت مي يا واکنش 

بالا در توليد  تيروزين - غذايي و شرايط رشد باکتري است. ميزان ال 

دليل اينکه رشد باکتري بعد از مدتي در  بيشتر ملانين موثر نيست به 

خاطر کمبود مواد غذايي و فاز مرگ باکتري متوقف  محيط کشت به 

تيروزين باقيمانده را ندارد. اين باکتري  - شود و امکان استفاده از ال مي 

و   دليل کاربرد وسيعش در بيوتکنولوژي و حذف آلودگي محيطي به 

 .   ( 28) همچنين مواد آرايشي مورد توجه بسياري از محققين بوده است  

شرايط توليد ملانين از لحاظ مواد غذايي لازم براي رشد و توليد  

سنجش ملانين توسط  .  ( 29)   براي هر خانواده باکتريايي متفاوت است 

دستگاه اسپکتروفتومتر انجام شده و مقايسه آن با ملانين استاندارد  

نانومتر تعيين شده    220- 200يگما( در محدوده طول موج  )شرکت س 

هاي مختلف مانند  است. توليد ملانين در حضور ال تيروزين در باکتري 

کلستريديوم و    ، ( 32,  31,  27) سودوموناس   ، ( 30) ها استرپتومايسس 

 . ه است شد   نيز گزارش   ( 6)   ازتوباکتر 

مهمي مانند محافظت و سازگاري با   هاي ملانيزاسيون نقش 

و   ، شيميايي مانند دما، تابش، رطوبت فيزيکي و زا متعدد عوامل تنش 

 .  ( 33)   را دارد ها  در ميکروارگانيسم   هاي مختلف سميت توسط آلاينده 

  UIS2سويه  سودوموناس جدا شده حداکثر توليد ملانين در 

  در مقايسه با باکتري  دست آمد که گرم بر ليتر به ميلي  600 حدود 

  166با   (  Streptomyces bikiniensis)   س ي نس ي ن ي ک ي ب   سس ي استرپتوما 

  پپتون   و   در محيط کشت حاوي عصاره مخمر   گرم بر ليتر ملانين ميلي 

   ياروويا ليپوليتيکا  در مخمر   . برابر(  3/ 6)حدود  است  ميزان بالاتري 

 (Yarrowia lipolytica ) گرم بر  ميلي  160د توليد ملانين در حدو

با واسطه   GSK  (Klebsiella sp. GSK )ليتر، و توسط کلبسيلا 

از  . (34)گزارش شده است  گرم بر ليتر ميلي  130حدود  روزين تي 

شرايط بهينه  در  ي استوتزر  سودوموناس   HMGM-7سويه طرفي، 

که با توجه به   (20) کند توليد ملانين مي  گرم بر ليتر  6/ 7 حدود 

ه در مقايسه با سويه جداسازي شده بومي در  بهينه سازي انجام شد 

 . اين پژوهش ميزان بالاتري است 

   ICTF-201 ي جر ي بر  لوس ي آسپرژ قارچ ملانين توليد شده از 

 (Aspergillus bridgeri ICTF-201 )   در کرم براي محافظت از

شده است. با    پوست در برابر اشعه آفتاب و آسيب اکسيداتيو استفاده 

ها و  زا بودن اين قارچ و جداسازي پرهزينه متابوليت توجه به بيماري 

هاي محيطي با توليد بالا مثل  خالص سازي آن، استفاده از باکتري 

ملانين  .  (22)شود  سويه جداسازي شده در اين مطالعه پيشنهاد مي 

 U7 سودوموناس بالريکا  ي باکتر گرم در ليتر در  ميلي  1در غلظت 

 (P. balearica U7  ) ( در مقايسه  % 95بالايي )   اکسيداني فعاليت آنتي

جدا   UIS2که مشابه سويه  (5) ه است نشان داد با اسيد اسکوربيک 

فعاليت    TCZ31باسيلوس  . ملانين شده در اين مطالعه بوده است 

  . ملانين (32) را نشان داده است  ٪ 67/ 5 به ميزان  اصلاح راديکال 

ميکروگرم بر ميلي ليتر    44/ 7  با دوز   (  .guineaeP)   نه ي گ   سودوموناس 

قدرت  . (17) ه است نشان داد  را  % 90 فعاليت مهار راديکال بيش از 

  ( سويه جدا شده در اين پژوهش SPFمحافظت در برابر نور خورشيد ) 

دست آمده است که در مقايسه با مواد سنتزي و طبيعي  به  40/ 05

بهداشتي بسيار مناسب است.  مورد استفاده در مواد آرايشي و 

عنوان يک ماده  همچنين لازم به ذکر است که توليد ملانين به 

جلوگيري کننده از اشعه فرابنفش خورشيدي با استفاده از  

تيروزين در مقايسه  - هاي محيطي غير بيماريزا در حضور ال باکتري 

ها و سيانوباکترها بسيار کم  هاي توليد شده از جلبک با متابوليت 

 تر و با ميزان توليد بالاتر است. نه، سريع هزي 

 گیري نتیجه 

  ملانين کننده به عنوان باکتري توليد ي استوتزر  سودوموناس 

جدا شده که قادر به رشد در محيط ساده )نوترينت   در اين پژوهش 

لوژيکي  بيو است. خواص  تيروزين و سنتز ملانين بوده  - حاوي ال آگار(  

شده است.   تعيين در صنعت  براي کاربرد سويه جدا شده ملانين 

  ۀ در برابر اشع بالايي  اکسيداني  فعاليت آنتي   اين سويه   ملانين   ۀ دان رنگ 

جدا    است. ملانين   نشان داده   ROS  اکسيداتيو   هاي بنفش و تنش   فرا 

در مواد آرايشي،   پيشنهادي براي استفاده  تواند کانديداي شده مي 

. خواص  باشد و رفع آلودگي محيط زيست  ، دارويي، کشاورزي 
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و ساير ترکيبات بيولوژيکي    DNAتواند آسيب  مي   آن   اکسيداني آنتي 

عنوان يک عامل محافظت کننده  را مهار کند. علاوه بر اين، ملانين به 

 . شود مي ها و مواد آرايشي استفاده  پوست در کرم 

 سپاسگزاري 

مقاله از معاونت پژوهشي دانشگاه اصفهان بابت   نويسندگان 

نامه دکتري بوده است  حمايت مالي اين پژوهش که مربوط به پايان 

 نمايند. تشکر و قدرداني مي 

 تعارض در منافع 

 منافعي  تضاد  گونه هيچ  نويسندگان  حاضر،  مطالعۀ  انجام  در 

 .اند نداشته 

 منابع مالی 

 تامين شده است.   دانشگاه اصفهان منابع مالي اين تحقيق توسط،  
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