
 

 

 
  

 

 ژنتيک نوين

 9316 زمستان، 4، شماره دوازدهمدوره 

 535 - 546صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 آزو کراتین

 باسیلوس 

 زیستی  تبدیل 

 کراتیناز 

 آزور  کراتین
 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 باکتریایی های سویه مولکولی و بیوشیمیایی شناسایی و جداسازی

 کراتین کننده‎تجزیه

Isolation and recognition of keratinolytic bacteria strains based on 

their biochemical and molecular properties 

 
 2، محمدرضا شریف مقدم1، احمدعلی پوربابایی2بحرینی، معصومه 1*، علیرضا عباسی1بهناز کروژدهی

 

 ترتیب دانشجوی دکتری، دانشیار، دانشیار، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج به -1

 گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، اناستادیار -2

Korouzhdehi B
1
, Abbasi AR

*1
, Bahreini M

2
, Pourbabaee AA

1
, Sharif 

Moghadam MR
2 

1- Phd Student, Associate professor, Associate professor, Department of 

Biotechnology, Faculty of Agriculture, Tehran University, Karaj, Iran 

2- Assistant Professor, Assistant Professor, Department of Biology, Faculty of Basic 

Science, Ferdowsi University of Mashad, Mashad, Iran 

 

 rezabbasi@ut.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/12/69 :تاریخ پذیرش - 4/5/69 :تاریخ دریافت) 

 صنايع فرآوری جانبی محصولات از که تجزيه به مقاوم کراتينی ضايعات روزافزون مقادير

 قادرند کراتينازها. اند داده سوق کراتينوليتيکهای  آنزيم سمت به را توجه باشند، می کشاورزی

در  .کنند تبديل باارزش محصولات به غيرآلاينده فرايندهای طريق از را کراتين نامحلول پروتئين

سويه از منابع  921تعداد کننده کراتين،  های توانمند تجزيه اين مطالعه با هدف دستيابی به جدايه

 شش غربالگری، از پس .پر، جداسازی و خالص شد کشت اختصاصی پودر مختلف محيطی در محيط

های  نتايج آزمون اساس بر .شدند انتخاب مسير ادامه برای بالاتری داشتند کارايی که سويه

بودند که در پايگاه  باسيلوس جنس به ی برتر متعلقها سويه 16SrRNA يابی بيوشيميايی و توالی

 پر سوبسترای از درصد 4/41 تا 66 ساعت 44 از پسها  سويه  ناي . به ثبت رسيدند NCBIاطلاعاتی 

 C51°و  36 ،31 ،21 دماهای در ها آن کراتينازی و پروتئازی فعاليت. دادند قرار حمله مورد را

 فعال آزمايش مورد دماهای در SMA محيط روی برها  سويه تمامی. گرفت قرار ارزيابی مورد

 دماها کليه در BK206 سويه. نداد نشان پروتئازی فعاليت C 51°دمای در که BK111 جز به بودند

 .نداشتند فعاليتی C51°دمای  در BK324 و BK107 که حالی در داشت کراتينازی مناسبی فعاليت

 و BK401 های کند، سويه رشد FMAمحيط  روی  بر نتوانست C51°و  21 دماهای در BK111سويه 

BK402 دمای  نيز در°C21  های  سويه کراتينازی فعاليت .تشکيل ندادند ای بر روی اين محيط هاله

 ارزيابی مورد( کراتين β) آزوکراتين و( کراتين α) آزور کراتين سوبسترای دو از استفاده با برتر

 بالاترين. دادند نشان سوبسترا دو هر روی بر توجهی قابل فعاليتها  سويه تمامی که گرفت قرار

 BK111 سويه و داشت تعلق u/ml 345 با BK324 سويه به آزور کراتين سوبسترای روی بر فعاليت

 .داد نشان تلقيح از پس دوم روز در آزوکراتين سوبسترای روی بر را فعاليت u/ml 5112 نيز

برای تبديل زيستی ضايعات کراتين  سويه طبيعی  6اين مطالعه، پتانسيل بالای  های طورکلی يافته به

  .کند ها به محصولات ارزشمند را آشکار می صورت سازگار با محيط زيست و بازيافت آن هب
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 در که هستند تخصصی بسیار ای رشته های پروتئین ها کراتین

 و پرندگان خزندگان،) عالی داران مهره تلیال اپیهای  سلول

 در وفور به ها کراتین. شوند می تولید انسان و (پستانداران

 توجه قابل مکانیکی نیروهای معرض در که  اپیتلیومیهای  سلول

 مو، شامل پوست به مربوط کراتینی های اپیدرم جمله از دارند قرار

. دارند وجود پر و منقار فلس، ،شاخ ،سم ،چنگال ،ناخن ،پشم

 و قلیایی مواد ضعیف، اسیدهای ،آب در حل قابل غیر ها آن

 معمول پروتئولیتیک های آنزیم به نسبت و هستند آلیهای  حلال

 باشند می حساس غیر پاپائین و پپسین و تریپسین مانند

(Korniłłowicz-Kowalska and Bohacz 2011) .ای  گسترده تنوع

 گروه دو به را ها آن توان می که دارد وجود ها کراتین انواع میان در

 پشم و سم ناخن، مو،کراتین موجود در  شامل که کراتین، α بزرگ

 .Gupta et al) نمود بندی طبقه پر مانند کراتین کراتینβ  و است

 پردازش مرغ، صنعتی واحدهای از حاصل ضایعات .(2013

 در آرامی  به که باشند می کراتین حاوی چرم صنایع و گوشت

 نظر در خطرناک پسماندهای عنوان به و شده تخریب طبیعت

نامناسب  دفع .(Radha and Gunasekaran 2008) شوند می گرفته

 دادن دست از و بیماری زیست، محیط آلودگی باعث ضایعات نای 

 شود میها  چربی و ها آنزیم ،ها پروتئین مانند بیولوژیکی مفید منابع

(Lasekan et al. 2013). کراتین ساختار تخریب منظور بدین 

 با (.Radha and Gunasekaran 2008) است ضروری امری مقاوم،

 صورت به طبیعت در تواند می کراتین ،ملاحظه قابل ثبات وجود

 کراتیناز کننده ترشحهای  میکروارگانیسم از برخی توسط کارآمد

 از گروهی کراتینازها .(Brandelli et al. 2010) شود تخریب

 طور به و نموده حمله کراتین به توانند می که هستند پروتئازها

 Gupta et) نمایند تجزیه را پیچیده بسیارهای  پروتئین نای  کامل

al. 2013). 

 تولید طیور صنعت توسط پر زباله تن میلیون چندین سالانه

 پروتئین، از غنی جانبی محصول نای  از برداری‎بهره برای گردد، می

 تبدیل( دام خوراک مکمل) پر‎پودر به پر بالا، فشار و دما تحت

 برخی تخریب به منجر بودن، گران بر‎‎علاوه فرایند نای  شود، می

 هضم قابلیت با محصولی و شده ضروری آمینه اسیدهای از

 .Herzog et al) شود می حاصل پایین غذایی کیفیت و ضعیف

 کراتینولیتیکهای  میکروارگانیسم توسط تخمیر مقابل،‎ در. (2016

 ضروری آمینه اسیدهای سطح افزایش سبب گیری چشم صورت هب

. (Ferrareze et al. 2016) شود می متیونین و لیزین آرژنین، مانند

 به باسیلوس جنسهای  سویه میکروبی، مختلف منابع میان در

 حد تا که شوند می شناخته پروتئازها مهم گان‎کننده‎تولید عنوان

 Sanghvi et) گیرند می قرار استفاده مورد تجاری مقیاس در زیادی

al. 2016).  

 ضایعات شامل دفع مختلفی بیوتکنولوژیکی کاربردیهای  برنامه

 عنوان به پر‎پودر غذایی ارزش افزایشو کود  کراتین، تولید حاوی

ها  این آنزیم. است شده ارایه کراتینازها طیور، برای و دام خوراک

 مختلف مراحلاند، از جمله در  در صنایع مختلف حائز اهمیت

 و ابریشم و پشم کردن تمیز برای نساجی صنعت در چرم، صنعت

 محصولات فرمولاسیون برای سازنده اجزای تولید الیاف، تغییر

 به افزودنی یک عنوان به انسان، مو و پوست از مراقبت

 از برخی .روند کار می هشویی، ب ظرف و شویی لباسهای  شوینده

 پپتیدهای پذیر،‎تخریب‎زیست فیلم تولید مانند بالقوه کاربردهای

فاضلاب نیز  تصفیه و پریون هیدرولیز چنین هم و فعال‎زیست

 Demir et) است درنظر گرفته شده  های چندکاره برای این آنزیم

al. 2015; Herzog et al. 2016.) 

 کراتینولیتیک با هدفهای  میکروارگانیسم غربالگریهای  آزمون

 تجزیه از حاصل محصولات شناسایی و فعالهای  سویه انتخاب

 تئوری اهمیت تنها مسئله نای  .پذیرند انجام می طبیعی کراتین

 توسعه بر تأثیر صورت هب کاربردی پیامدهای دارای بلکه ندارد

ها  میکروارگانیسم از استفاده با کراتین ضایعات مدیریتهای  روش

 (.Korniłłowicz-Kowalska and Bohacz 2011)است 

 کننده‎تجزیههای  باکتری شناسایی و جداسازی مطالعه نای  از هدف

 به مرغ‎پر ویژه به زیستی ضایعات تبدیل در بالا توانایی با کراتین

  .(1شکل )باشد  می ارزشمند، محصولات

 

با  کراتین پر کننده تجزیه های باکتری غربالگری و جداسازی

 وها  مرغداری فاضلاب و خاک های آوری نمونه جمع

                                                           
1
 Multi-functional 

  مقدمه

  ها مواد و روش
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 از پسها  نمونه. شهر مشهد انجام پذیرفت ی اطرافها کشتارگاه

های  آزمایش .شدند نگهداری C4° دمای در آزمایشگاه به انتقال

 پر‎ پودر اختصاصی کشت‎محیط از استفاده با اولیه غربالگری

 ,NaCl 0.5 g/l ) 2حداقل‎محیط شامل که شد انجام( FMA) 1جامد

MgSO4.7H2O o.1 g/l, K2HPO4 0.3 g/l, KH2PO4 0.4 g/l)، 

( Bach et al. 2011)بود ( g/l 15) آگار همراه‎به( g/l 11) پر‎پودر

 کشت پر،  پودر اختصاصی محیط روی برها  نمونه رقت سریال

. شدند گرماگذاری C 17°دمای در روز 7 مدت بهها  پتری و دش

 رشد کشت،  محیط در نیتروژن و کربن منبع تنها عنوان به پر

 محدود را ناتوانند کراتین تجزیه در که یهای میکروارگانیسم

 در تری بزرگ لهها که  یهای سویه ترجیحاً مرحله نای  در. کند می

 شدند خالص و جداسازی انتخاب، بودند، کرده جادای خود  اطراف

(Okoroma et al. 2012). از غربالگری دوم مرحله در 

 یک مرحله نای در. دش استفاده( WFB) 1مایع پر  پودر کشت محیط

NB محیط در ها باکتری شبانه کشت از لیتر میلی
 برابر غلظت با 4

(O.D.600:0.1 )44 مدت بهها  ارلن و تلقیح اختصاصی، محیط به 

 درصد سپس .قرار گرفتند rpm 151با C17° شیکر در ساعت

. شد گیری اندازه ها آن وزن کاهش اساس میزان بر سوبسترا تخریب

                                                           
1
 Feather meal agar 

2
 Mineral medium 

3
 Whole feather broth 

4
 Nutrient broth 

 داده عبور 1 شماره واتمن صافی کاغذ از کشت  محیط منظور بدین

 آون در و شسته درصد 71 الکل با باکتریایی بقایای حذف برای و

°C91 شد خشک ساعت 44 مدت به (Liu et al. 2014). 

 قطر برتر،های  سویه کراتینازی و پروتئازی توان تخمین جهت

 قرار ارزیابی مورد اختصاصیهای  محیط روی بر هیدرولیز لهها 

SMA محیط از استفاده با پروتئازی قابلیت. گرفت
 قابلیت و 5

 کشت از پسها  سویه. دش بررسی FMA محیط روی بر کراتینازی

 روی( O.D.600:0.1) برابر غلظت باNB  محیط در شبانه

 دماهای گرماگذاری در از پس و شدند تلقیح مذکورهای  محیط

ها  کلنی اطراف هیدرولیز لهها  قطر ،C51° و 17 ،11 ،21

 و ساعت 44 از پس SMAهای  پلیت بررسی .شد گیری اندازه

FMA دش انجام ساعت 72 از پس (Daroit et al. 2009.)  

های بیوشیمیایی  های برتر، آزمون منظور شناسایی فنوتیپی سویه به

آز، سیترات، ‎آمیلاز، ژلاتیناز، اوره آمیزی گرم،‎مختلف شامل رنگ

O/Fمیلک، ‎احیا نیترات، لیتموس
9 ،MR-VP

، حرکت، تولید 7

 Holt)های مختلف نمک، انجام شد  ، رشد در غلظتH2Sاندول و 

et al. 1994). 

 

                                                           
5
 Skim milk agar 

6
 Oxidative fermentative 

7
 Methyl red-voges proskauer  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 های تولیدکننده کراتیناز گری سویه گزارش تصویری مراحل جداسازی، شناسایی و غربال -1شکل 
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 اساس پر، بر کننده کراتین تجزیههای  باکتری مولکولی شناسایی

 منظور بدین .پذیرفت انجام 16S rRNA های ژن یابی توالی

NA محیط روی برها  باکتری
 ساعت 24 از پس و شدند کشت  

 از استفاده با ها آن ژنومی  DNA استخراج به نسبت گرماگذاری،

 اقدامNucleoSpin® Microbial DNA (MN, Germany) کیت

 پرایمرهای از استفاده با ها سویه  16S rRNAهای ژن ادامه  در. دش

واکنش  .(Liu et al. 2014) شدند تکثیر 1492R و 27F عمومی

PCR  نانوگرم  51میکرولیتر شامل  25با حجم نهاییDNA ،الگو 

 ، یک واحد آنزیمdNTPمولار  میلی 2/1آغازگر، میکرومولار  4/1

(Bio Basic, Canada) Pfu DNA Polymerase  میکرولیتر 5/2و 

شامل یک مرحله  PCRحرارتی  برنامه. انجام شد (10X) بافر

 11دقیقه،  چهارمدت  به C64° اولیه در دمای ی ساز واسرشت

ثانیه و  41مدت  به C55°، هثانی 41مدت  به C64° چرخه شامل

°C72 و در پایان یک مرحله بسط نهایی در دمای  ثانیه 61مدت  به

°C72 محصول . دقیقه بود 11مدت بهPCR  روی ژل آگارز یک

 کیت از و سپس با استفادهدقیقه تفکیک  45 مدت  درصد به

 Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systemژل از تخلیص

(Promega, USA) در و استخراج T-vector pTG19 از . دش کلون

پژوهش  نای  در عنوان میزبان هب Escherichia coli DH5a سویه

 اتصال آنزیمی، هضم ،DNA الکتروفورز مراحل کلیه. استفاده شد

 Sambrook et)پذیرفت  انجام سمبوروک روش مطابق انتقال، و

al. 1989) .شرکت در شده درج قطعه طرفه دو یابی توالی Seqlab 

 ،EZtaxon اطلاعاتی پایگاه از استفاده با ادامه  در. دش انجام آلمان

 گونه و جنس و مشخصها  باکتری مشابه یها توالی ترین نزدیک

 .گرفت قرار شناسایی مورد ها آن

 که شد استفاده WFB کشت منظور تولید آنزیم کراتیناز از محیط به

 نیتروژن و کربن منبع تنها عنوان هب کامل پر و حداقل محیط شامل

%( V/V 2) لیتر میلی یک با WFB محیط لیتر میلی 51. بود

 C17° دمای در و تلقیح (O.D.600:0.1) باکتریایی سوسپانسیون

 کشت. شد گرماگذاری rpm 151 دور با انکوباتور شیکر درون

 از پس آن سوپرناتانت و برداشت ساعت 24 هر باکتریایی

 خام آنزیم عنوان هب دقیقه، 11 مدت به g ×11111 در سانتریفیوژ

                                                           
1 
Nutrient agar 

 Pereira et) گرفت قرار استفاده مورد آنزیم فعالیت سنجش برای

al. 2014). 

 از استفاده با منتخبهای  سویه برای کراتیناز فعالیت سنجش

 سوبسترای. شد انجام آزوکراتین و آزور کراتین سوبستراهای

 ذیل پروتکل طبق و شد خریداری سیگما شرکت از آزور کراتین

 .گرفت قرار استفاده مورد آنزیم فعالیت سنجش منظور‎به

 بافر میکرولیتر 611 و توزین تیوب در آزور کراتین گرم میلی پنج

(pH:8) Tris-HCl آنزیم میکرولیتر 111 سپس شد، اضافه آن به 

 rpm151 دور با C51° شیکر در دقیقه 91 مدت به و افزوده خام

 11 مدت‎به یخ درها  تیوب دادن قرار با واکنش. شد داده قرار

 مورد نانومتر 565 درها  نمونه جذب نهایت‎در و دش متوقف دقیقه

آنزیمی  مقدار از عبارتست کراتیناز واحد یک. گرفت قرار خوانش

 nm/min موج طول در 11/1 میزان به جذب افزایش سبب که 

  .(Daroit et al. 2010) شود آزمایش شرایط تحت ،565

بدین  .شد سنتز بر پر‎‎پودر از استفاده با آزوکراتین نیز سوبسترای

 و اضافه دیونیزه آب لیتر میلی 51 به پر پودر گرم میلی پنجمنظور 

 11 لیتر میلی 4 ادامه در شد، همگن مغناطیسی همزن از استفاده با

 جداگانه بشر یک در زمان هم. دش اضافه آن به NaHCO3 درصد

 ترتیب به NaNO2 گرم میلی 151 و اسید‎سولفانیلیک گرم میلی 151

 با کامل شدن‎حل از پس و افزوده مولار 2/1 سود لیتر میلی 15 به

 محلول دقیقه، دو از پس. شد اسیدیمولار پنج   HClلیتر میلی 5/1

 حاصله رنگ. دش خنثی ،مولار NaOH  5لیتر میلی 4/1 افزودن با

 مغناطیسی همزن با دقیقه 11 مدت به و افزوده پر‎محلول به

 در ساعت 24 مدت به رنگ به آغشته پرهای انتها‎ در. شد مخلوط

. شود خارج اضافی رنگ تا شدند دیالیز دیونیزه آب مجاورت

 در و خشک لیوفلیزاتور دستگاه از استفاده با شده‎سنتز آزوکراتین

   (.Herzog et al. 2016) شد نگهداری C4° دمای

 مشابه روشی به نیز آزوکراتین سوبسترای با فعالیت سنجش

 سوبسترا گرم میلی 11 که تفاوت نای با  شد، انجام آزور کراتین

 و شدند شیک C17° دمای درها  نمونه گرفت، قرار استفاده مورد

 .(Martínez et al. 2013) شد خوانش نانومتر 421 در جذب
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 مورفولوژی با  باکتریایی سویه 121 مجموعا پژوهش نای  در

 پر، اختصاصی محیط روی بر رشد قابلیت دارای و متفاوت

. بودند مثبت گرم ها آن از بسیاری که شد خالص و جداسازی

 میکروبی جوامع در که اهمیتی علت‎به مثبت گرم های باکتری

 حائز بسیار زیاد، پروتئازهای تولید دلیل‎به چنین هم و دارند خاک

 .(Bach et al. 2011) اهمیت هستند

 آزادسازی کراتین، سوبسترای وزن کاهش مانند عواملی

 کراتینازی فعالیت و محیط شدن‎قلیایی محلول،های  پروتئین

 کراتینولیتیکی قابلیت تخمین جهت مفیدهای  شاخص عنوان هب

 نکهای به  توجه با (.Bach et al. 2015) شوند می محسوب میکروبی

 درصد و کراتینازی فعالیت بین قوی مثبت رابطه یک همیشه

 بالا همبستگی ضریب با که دارد وجود سوبسترا وزن کاهش

 نای  در ،(Queiroga et al. 2012) شودمی مشخص (>61/1)

 قابلیت اساس برها  سویه غربال جهت نخست، مرحله در مطالعه

 به منتج که دش استفاده سوبسترا وزن کاهش شاخص از کراتینازی

های  سویه .(1جدول) شد بالا کراتینازی قدرت با سویه 9 شناسایی

 حالی‎در نای  داشتند، مطلوبی بسیار تجزیه ساعت 44 از پس برتر

 در پر کامل تخریب که دادند نشان .Lucas et al (2003) که است

 و است متغیر خاک از گرفته نشأت کراتینولیتیکهای  باکتری بین

 از بیش هفته  1 از پس مانده باقی پر درصدها  سویه از بسیاری برای

 Bacillusو Bacillus sp.HTS85های  سویه مقابل، در .است% 41

sp.HTS126 پر محیط در مطلوبی تجزیه ‎پودر پر و کامل‎شده 

 از درصد 11 حدود تنها ساعت گرماگذاری، 69 از پس و داشتند

 .Queiroga et al) ماند جا هب تخمیر محیط در اولیه‎ پر سوبسترای

 B.pumilus F3-4 و Bacillus sp.FK46مانند  یهای سویه (.2012

 روز 7 و 5 از پس را پر درصد 75 و 45 حدود توانستند نیز

 .Suntornsuk and Suntornsuk 2003; Son et al) کنند تجزیه

2008.)‎فعال ها سویه از برخی‎پر از اعظمی  بخش قادرند و بوده تر 

 که حالی در (Brandelli 2008) نمایند تخریب ساعت 44 در را

 مؤثری کارایی ،.Bach et al (2011) توسط شده جداهای  باکتری

 ادامه، در .ندادند نشان را مطلوبی تخریب روز  11 از پس و نداشته

 طبق برتر های‎سویه بیوشیمیایی و مورفولوژیکی خصوصیات

 نتایج (.Holt 1994)د ش بررسی ”Bergey“ شناسی باکتری کتاب

 جهت .است شده آورده، 2 جدول در بیوشیمیاییهای  آزمون

با استفاده  ها‎باکتری 16S rRNA ناحیه ،ها سویه مولکولی شناسایی

( 1شکل) شد تکثیر PCR توسط ،(1جدول )  از پرایمرهای عمومی

 شناسایی مورد مربوطههای  باکتری یابی، توالی نتایج اساس‎بر و

 . گرفتند قرار

 

 
 .باشد می مستقل تکرار دو میانگین نتایج. پر مایع محیط روی برترهای  سویه رشد ساعت 44 طی پر سوبسترای تخریب درصد -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

سویه ( BK206 ،4سویه ( BK111 ،1سویه ( BK107 ،2سویه ( kb1 ،1نشانگر مولکولی ( M. برتر های‎سویه 16S rRNA ژن تکثیر از حاصل PCR محصول -1 شکل

BK324 ،5 ) سویهBK401 ،9 ) سویهBK402. 

 

  نتایج و بحث

BK107 BK111 BK206 BK324 BK401 BK402     سویه 

4/79  4/74  2/76  4/41  4/74 تخریب درصد 79   
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 های برتر سویه بیوشیمیاییخصوصیات  -2جدول 
 نام سویه    

 نام آزمون

  
BK107 

 
BK111 

 

 
BK206 

 

 
BK324 

 
BK401 

 

 
BK402 

 خاک کشتارگاه خاک کشتارگاه فاضلاب کشتارگاه خاک مرغداری فاضلاب کشتارگاه خاک کشتارگاه محل جداسازی

 + + + + + + آمیزی گرم‎رنگ

 + + + + - + آمیلاز

 + + + + + + ژلاتیناز

 - + - - - - آز‎اوره

 - - + + + + سیترات سیمون

 - - - - + - نیترات‎احیا

 Alk-P AC-R AC-R AC-R AC-R AC-R میلک‎لیتموس

O/F - - - - - - 

MR - - - - + + 

VP - + + + - - 

 + + + - + - حرکت

 - - - - - - H2S تولید

 + + - - - - اندول تولید

NaCl 3% + + + + + + 

NaCl 7% + + + + + + 
NaCl 10% + + + + + + 

 
 ها سویه شناسایی جهت استفاده مورد عمومی آغازگرهای -1 جدول

 توالی آغازگر نام آغازگر

27F 
 

(5ʹ-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG, M = C: A) 

1492R (5ʹTACGGYTACCTTGTTACGACTT, Y= C: T) 

 

با  NCBIهای برتر، در بانک اطلاعاتی  سویه 16S rRNAتوالی 

 .دشها اشاره شده، ثبت  آن به 4های دسترسی که در جدول  شماره

 کراتینولیتیک اصلیهای  باکتری عنوان هب باسیلوس جنسهای  سویه

 برای مهمی  بسیار بیوتکنولوژیکی کاربردهای که شوند می شناخته

 (.Ferrareze et al. 2016) دارند طیور ضایعات زیستی‎ تبدیل

 دادند، نشان بالایی کراتینازی ظرفیت که باسیلوس جنس فراوانی

 پتانسیل مطالعات از بسیاری. شد مشاهده نیز تحقیق نای  در

 از اند، کرده گزارش باسیلوس جنسهای  سویه برای کراتینولیتیکی

 .B. cereus ،B. licheniformis ،B. pumilus ،B. subtilis ،Bجمله

halodurans ،B. megaterium ،B. pseudofirmus Gegeckas et 

al. 2014.Pissuwan and Suntornsuk 2001 ،های  باکتری

 عنوان هب را B.sphaericus و نمودند جدا خاک از را کراتینازی

 .B. cereus،B سپس کردند، گزارش پر کننده‎تجزیه بهترین

licheniformis وB. subtilis  گرفتند قرار بعدیهای  رتبه در .

 آتلانتیک و برزیلهای  جنگلهای  خاک روی بر نیزای  مطالعه

 متعددی کراتینولیتیک و پروتئولیتیکهای  و جدایه گرفت انجام

 Bach) بودند باسیلوس جنس از ها آن از بسیاری که شد شناسایی

et al. 2011.) محیط هیدرولیز SMA کیفی  غربالگری جهت

 روی بر رشد قابلیت. شود می استفاده پروتئولیتیکهای  جدایه

ها  سویه توانایی  دهنده‎نشان که شاخصی عنوان هب نیز FMA محیط

 Bach et) گیرد می قرار ارزیابی مورد است، پر‎کراتین از استفاده در

al. 2011.) برترهای  سویه کراتینازی و پروتئازی توان رو نای  از 

 بررسی روز سه  مدت به و دما چهار در مذکورهای  محیط روی بر

 (. 5جدول ) شد

 برای( CZ/CS)  کلنی اندازههیدرولیز به قطر  هاله نسبت قطر 

 بود متفاوت بسیار مختلف، دماهای در منتخبهای  سویه

 و پروتئازی فعالیت C17° دمای درها  سویه تمامی  .(2شکل)

های  سویه ،C11° و 21 دماهای در. دادند نشان مناسبی کراتینازی

BK401 وBK402 در  ها سویه نای . داشتند کمی  پروتئازی فعالیت

                                                           
1
 Clearance zone/ colony size 
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کلنی تشکیل دادند ولی پر،  پودر محیط روی بر C21°دمای 

دلیل فعالیت کراتینازی ضعیف قادر به تولید هاله نبودند و در  هب

 سویه. هیدرولیز کوچکی ایجاد کردند  نیز هاله C11°دمای 

BK111 دمای در °C11،  دمای به نسبت تری بزرگ لهها °C21 ،بر 

 به قادر C21°دمای  در که حالی‎داد، در تشکیل SMA محیط روی

نداشت  رشدی FMA محیط روی بر و نبوده پر کراتین از استفاده

هایی با قابلیت کراتینازی ظاهر شد ‎کلنی‎، تکC11°ولی در دمای 

 ،BK107های  سویه. هیدرولیز ضعیفی ایجاد کردند‎‎که هاله

BK206، BK324 و 21 دماهای در مناسبی پروتئازی فعالیت 

°C11 روی بر متوسطی لهها  و داشتند FMA در. دادند تشکیل 

 فعالیت BK401 و BK206، BK324های  سویه، C51°دمای 

 در دادند، نشان BK107 و BK402 به نسبت بالاتری پروتئازی

 روی‎بر. نداشت پروتئازی فعالیت دما نای در  BK111 که حالی

‎‎لهها  BK402 و BK206، BK401های  سویه نیز FMA محیط

 نکته. نداشتند رشدیها  سویه بقیه و دادند تشکیل هیدرولیز

 نای  توسط هیدرولیز‎ لهها تولید  و BK206 سویه رشد توجه،‎قابل

 .دماها بود تمامی  در سویه

 کشت از باکتریایی های سویه غربال جهت ای مشابه، در مطالعه

 لهها  که سویه و سه دش استفاده FMA و SMAهای  محیط روی‎بر

 انتخاب مسیر ادامه برای دادند تشکیل SMA روی بر بزرگتری

 نسبت نیز et al.  Elhoul(2016). (Pereira et al. 2014) شدند

CZ/CS روی بر را SMA پنج اساس نای بر و دادند قرار ملاک 

 ارزیابی جهت را داشتند متر میلی 4 از بالاتر نسبت که جدایه

فعالیت سنجش  منظور به .کردند انتخاب کراتینازی قدرت

. شدند تلقیح پر مایع محیط روی‎بر برترهای  سویه کراتینازی،

 ها‎باکتری دیگر و باسیلوس جنسهای  گونه برای نکهای به  توجه‎با

 کراتیناز تولید وها  میکروارگانیسم رشد جهت لازم زمان متوسط

 باشد می ساعت 194 تا 24 دامنه در معمولا پر محیط روی‎بر

(Ferrareze et al. 2016)، آنزیم فعالیت سنجش نیز مطالعه نای  در 

 اساس‎گرماگذاری بر دمای. گرفت قرار ارزیابی مورد روز  7 در

 . شد گرفته نظر‎در C17° قبل، مرحله نتایج

 سوبسترای اختصاصیت کراتینازها مهم معیارهای از یکی

 طیف تجزیه به قادر ها آن. دارندها  آنزیم نای که  استای  گسترده

 در رو نای از باشند، می نامحلول و محلولهای  پروتئین از وسیعی

 فعالیت بررسی جهت متنوعی سوبستراهای از مختلف مطالعات

  (.Gupta et al. 2013) شود می استفاده کراتینازها

 

 NCBIها در بانک اطلاعاتی  و شماره دسترسی آن 16S rRNA برتر بر اساس توالیهای  سویه مولکولی شناسایی -4 جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مختلف دماهای در FMAو  SMAهای  روی محیط‎برتر برهای  سویه کراتینولیتیک و پروتئولیتیک فعالیت -5جدول
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

همولوژی درصد شماره دسترسی سویه شناسایی  سویه نام   

MF497523 49/66  Bacillus mojavensis Bacillus sp.BK107 

MF540569 71/66  Bacillus zhangzhouensis Bacillus sp.BK111 

KY810609 111 Bacillus tequilensis Bacillus sp.BK206 

MF540572 49/66  Bacillus tequilensis Bacillus sp.BK324 

MF540573 75/66  Bacillus paralicheniformis Bacillus sp.BK401 

MF540574 74/66  Bacillus licheniformis Bacillus sp.BK402 

 FMA محیط روی رشد      SMA محیط هیدرولیز       سویه

°C21 °C11 °C17 °C51 °C21 °C11 °C17 °C51 

Bacillus sp.BK107 + + + + + + +  -
Bacillus sp.BK111 + + +  - -+ +  -
Bacillus sp.BK206 + + + + + + + + 
Bacillus sp.BK324 + + + + + + +  -
Bacillus sp.BK401 + + + + + + + + 
Bacillus sp.BK402 + + + + + + + + 
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 (الف)

 (ب)

و تشکیل هاله  C51°در دمای  BK111توسط سویه  SMAعدم تجزیه محیط  .(الف)کشت  دوم روز ،C51°و  17 ،11 ،21 دماهای در SMAهای  پلیت -2 شکل

و  C21°در دمای  BK111عدم رشد سویه . (ب) کشت سوم روز ،C51°و  17 ،11 ،21 دماهای در FMAهای  پلیت .کلیه دماهاها در  سویه هیدرولیز توسط بقیه

 .FMAبر روی محیط  C51°در دمای  BK324و  BK107 ،BK111های  سویه

 

 و( کراتین α) آزور کراتین سوبسترای دو از نیز بررسی نای  در

 .شد استفاده آنزیم فعالیت سنجش منظور به( کراتین β) آزوکراتین

 جز بهها  سویه تمامی شود، می مشاهده 1 نمودار در که گونه‎همان

BK401 و BK402 سوبسترای روی بر فعالیت ترین بیش 

 برای و دادند نشان تلقیح از پس روز دومین در را آزوکراتین

 پنجم روز در فعالیت بالاترین BK402 و BK401های  سویه

 و 1 روزهای در فعالیت کاهش از پس BK107 سویه. شد مشاهده

 روزهای در که داد نشان بالایی فعالیت پنج روز در مجدد ،4

نیز پس از روز دوم  BK111فعالیت سویه  .یافت کاهش بعدی

 و داشتند مشابهی فعالیت الگوی BK324 و  BK206.کاهش یافت

 نشان پنج روز در اندکی افزایش ،4 و 1 روزهای در کاهش از پس

 نخست روز از نیز BK402 و BK401های  سویه فعالیت. دادند

 .رسید خود میزان حداکثر به پنج روز در و داشت صعودی سیر

 به آزوکراتین سوبسترای روی‎بر شده‎ مشاهده فعالیت بالاترین

 u/ml 5662، u/ml با BK206 و BK111، BK401های  سویه

 .داشت تعلق u/ml 5119 و 5144

 فعالیت بیشینه BK402 و BK107، BK206، BK324های  سویه

 روز ششمین در آزور کراتین سوبسترای روی بر را کراتینولیتیکی

 و BK111های  سویه برای اتفاق نای  .دادند نشان تلقیح از پس

BK401 های  سویه. داد روی 4 و 2 روزهای در ترتیب بهBK107 

 و دادند نشان آزور کراتین روی بر مشابهی تقریبا الگوی BK402 و

. داشتند u/ml 247 و u/ml 267 با 9 روز در را فعالیت بالاترین

BK111 با 2 روز در را فعالیت حداکثر u/ml 211 که داد نشان 

های  سویه. رسید u/ml 146 به 9 روز در مجددا کاهش، از پس

BK206 و BK324 مناسبی و بالا فعالیت پنجم، تا اول روز از 

 u/ml و u/ml 264 با را خود فعالیت حداکثر 9 روز در که داشتند

 افزایش 4 روز در BK401 فعالیت. گذاشتند نمایش به 145

 کاهش آن از پس که رسید u/ml 146 به و داد نشان ناگهانی

 . داشت تدریجی
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دمای  در FMB محیط در روز 7 مدت بهها  سویه(. و) BK402 ،(ه) BK401 ،(د) BK324 ،(ج) BK206 ،(ب) BK111 ،(الف) BK107 کراتینازی فعالیت -1نمودار 

°C17 با pH و 5/7 اولیهrpm 151 آزوکراتین سوبسترای روی فعالیت ()آزور،  کراتین سوبسترای روی فعالیت( ). شدند گرماگذاری.  
 

 

 

 ها آن قدرت و منتخبهای  سویه فعالیت در شده مشاهده تفاوت

 کاملا امری آزور، کراتین و آزوکراتین سوبسترای دو تجزیه در

 کراتین α به نسبت( پر) کراتین β هیدرولیز زیرا است طبیعی

 روند نای  .دهد می روی تر بیش و بوده تر‎راحت (پشم مو، ناخن،)

 که شود می مشاهده میکروبی کراتینازهای برای معمول طور‎به

 سولفیدی‎دیهای  پل محتوای و ساختار در تفاوت به است مرتبط

 محتوای)ها  کراتین α و( کمتر سیستئین محتوای)ها  کراتین β در
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 سوبسترای تر بیش دسترسی باعث معمولا که( تر بیش سیستئین

  (.Daroit et al. 2010) شود می کراتینازها برای اول

 مورد را کراتینولیتیک سویه سه  .Pereira et al(2014) راستا نای در

 سوبسترای از استفاده با را کراتینازی فعالیت و دادند قرار مطالعه

 Lysobacter sp.A03 سویه. نمودند ارزیابی روز  7 در آزوکراتین
 Arthrobacterسویه برای. داد نشان پنج روز در را مطلوب فعالیت

sp.A08 رسید، خود حداکثر به تلقیح 1 روز در کراتینازی فعالیت 

. یافت افزایش اندکی 7 روز در و کاهش 9 روز تا پس آن از

 روز در Chryseobacterium sp.A17U سویه برای فعالیت بیشینه

 در اندکی افزایش ،5 روز در کاهش از پس که شد مشاهده 4

 شده تولید کراتیناز آزوکراتینولیتیک فعالیت. داشت 7 و 9 روزهای

 حدود به تلقیح 2 روز در نیز Bacillus sp.P45 سویه توسط

u/ml411 یافت کاهش آن از پس و رسید (Daroit et al. 2009.) 

 فعالیت بهینه، pH و دما در Chryseobacterium Kr6 سویه برای

 ساعت در مجدد کاهش، از پس که بود مقدار ترین بیش 2 روز در

 .B) های جدایه (.Riffel et al. 2003) داد نشان افزایش 111

subtilis) BF11 و (B. cereus) BF21 آزوکراتین روی بر u/ml 

 سازی بهینه و زایی جهش از پس که داشتند فعالیت 7/14-4/12

رسیدند  u/ml 521-514 به و دادند نشان را برابری 51 افزایش

(Jeevana et al. 2013) .سویه خام آنزیم Bacillus sp.P7 نیز 

 (.Corrêa et al. 2010) داد نشان را u/ml 1449 معادل فعالیتی

 72 از پس K4 (Pseudomonas stutzeri) جدایه برای  که درحالی

 .Chaturvedi et al) شد گزارش u/ml 42 فعالیت حداکثر ساعت،

2014.) 

 Bacilus sp.MBRL 575جهت سنجش فعالیت کراتینازی سویه 

 u/ml معادل فعالیتی و دش استفاده آزور کراتین سوبسترای از

 u/ml به فعالیت نای بهینه  شرایط در که شد مشاهده ،12±115

 (.Kshetri and Ningthoujam 2016) یافت افزایش 24±519

 گزارش 11±71/1 فعالیت N22 (B. licheniformis) سویه برای

 ATCC) شده شناخته کراتیناز فعالیت از تر بیش درصد 54 که شد

53757)B.lichenieormis PWD-1  است (Okoroma et al. 

 حداکثر آزور  کراتین روی بر نیز Bacillus sp.FK46 سویه .(2012

 Suntornsuk and Suntornsuk) داد نشان را u/ml 6/1 فعالیت

 در که دهند می نشان مطالعات از بسیاری ن،ای بر‎علاوه(. 2003

 u/ml 91-21کراتیناز  مقدار حداکثر پر‎پودر یک درصد حضور

 .(Chaturvedi et al. 2014) بود خواهد

 فعالیت و اهمیت به راحتی‎به توان می فوق گزارشات به توجه با

 در نای  .برد پی تحقیق نای  در شده‎ خالصهای  سویه بالای

 قرار بررسی مورد طبیعی حالت درها  سویه نای که  است شرایطی

 انجام ها آن فعالیت و تولید افزایش جهت سازی‎بهینه و اند گرفته

 .است نگرفته

 گیری کلی‎نتیجه

 برابر در مقاوم کراتینی ضایعات توجهی‎قابل مقادیر طیور صنعت

های  نگرانی به توجه با باید که کند می تولید تخریب،

 آنزیم تکنولوژی پیشرفت. شوند مدیریت درستی‎به محیطی‎زیست

 بسیار بیوتکنولوژیکی ابزار تواند می بیوکاتالیز که دهد می نشان

 .باشد طیور صنعت جانبی محصولات مدیریت برای مفیدی

بومی  کراتیناز آنزیم تولید فرایند در جلو‎به‎رو قدمی  حاضر مطالعه

 کراتیناز، تولیدکننده باکتریایی سویه 9 پژوهش نای  در. است 

 جنس به مدآکارهای  سویه نای  .شد شناسایی و جداسازی

 ظاهر امیدوارکننده بسیار پر تخریب در که داشتند تعلق باسیلوس

 از اعظمی  بخش گرماگذاری ساعت 44 از پس ها آن. شدند

 دو هر روی بر نای  بر  علاوه. نمودند تجزیه را پر سوبسترای

 .بودند مؤثر نیز کراتین β و α سوبسترای

های  گزینه توانند می ها آن از حاصل کراتیناز وها  سویه این

. باشند پالایی‎زیست در بیوتکنولوژیکی کاربرد برای نویدبخشی

 دو با ارزشمند رویکرد یک آنزیمی / میکروبیهای  فناوری چنین

 بقایای بازیابی شامل گذارند که می نمایش را به ذاتی مزیت

 ارزان خام مواد نای ارزشمندسازی  با همراه کشاورزی-صنعتی

 .قیمت است

 ندهیآ  در با توجه به نتایج حاصل از این پژوهش، انجام تحقیقاتی

 تعیین ،ها آنزیم نای فعالیت  و تولید سازی بهینه روی بر

 و ها آن کدکنندههای  ژن شناسایی ،مولکولیهای  مشخصه

مورد  تر، بیش عملکرد به دستیابی منظور به ژنتیکیهای  دستورزی

  . بود خواهد نیاز
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