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 ها مجله دنیای میکروب
 6231( پاییز 23سال دهم شماره سوم )پیاپی 

 326-343صفحات 

شناسایی مولکولی و بهینه سازی شرایط تولید کراتیناز باکتری های تجزیه کننده کراتین جدا  
 شده از خاک مزارع پرورش مرغ مرودشت 

 3*، فرشید کفیل زاده6سمیه خدایاری
 واحد جهرم، ، استاد، گروه میکروب شناسی 2واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران، کارشناس ارشد، باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان،  1

 دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران.

 چکیده

درصد  وزن آن را صفحات  بسیار محکم کراتین  09پَر یکی از عوامل آلوده  کننده محیط زیست است که حدود  سابقه و هدف:

تشکیل می دهد. تعدادی از باکتری ها، در حضور سوبسترای کراتین دار، توانایی تولید آنزیم کراتیناز را دارند. این مطالعه با هدف 

های شهرستان مرودشت به منظور  اندازه گیری فعالیت  جداسازی باکتری های تجزیه کننده کراتین از خاک مزارع اطراف مرغداری

 آنزیمی در سویه های برتر تجزیه کننده کراتین انجام شد.

جدایه باکتریایی بر  7های شهرستان مرودشت جمع آوری گردید.  نمونه خاک از مزارع اطراف مرغداری  11تعداد مواد و روش ها: 

جدایه که تجزیه واضحی را نشان دادند انتخاب و با استفاده از آزمون های بیوشیمیایی  1روی محیط اختصاصی پَر رشد داده شدند. 

های مورد نظر تعیین توالی شدند و شماره خاصی در بانک ژنی به هر کدام از آنها با عنوان  و روش مولکولی شناسایی شدند. باکتری

 باکتری از نظر میزان تولید آنزیم کراتیناز نیز مورد بررسی قرار گرفتند. 1ای جدید اختصاص داده شد. سپس هر  سویه

 جدایه قادر به تجزیه کامل پَر یا کراتین بودند.  1بودند. هر  باسیلوستمامی جدایه ها متعلق به گونه های مختلف ها:  یافته

 گزارش شد. SKH1سویه  باسیلوس سرئوس)واحد بر میلی لیتر بر دقیقه( متعلق به باکتری  17/12بیشترین فعالیت آنزیمی، 

 در این پژوهش توانایی تولید آنزیم کراتیناز در حضور سوبسترای کراتینی را نشان  باسیلوسهای مختلف  گونهگیری:  نتیجه

  های پَر را دارند. دادند. ارزیابی میزان تولید آنزیم کراتیناز، جدایه های باکتریایی  نشان داد که همگی توانایی بالقوه در تیمار زباله

 .باسیلوس سرئوسآنزیم کراتیناز، باکتری تجزیه کننده کراتین، واژگان کلیدی: 

 01اسفند ماه پذیرش برای چاپ:   01دی ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهرم، گروه میکروب شنااسااااااای.

   f.kafilzadeh@gmail.comپست الکترونیک:     90171119700تلفن:    

 م دمه     

کراتین یک ماکرو مولکو  غیر قابل حل با پایداری فراوان و                                                                

سرعت تجزیه پایین است و در مو، پَر، ناخن، پشم، ماناقاار و                                                       

- کراتین و        - ها به دو گروه                 (. کراتین         2و     1شا  وجود دارد )               

های کراتین در هار دو                       (. فیبریل          شوند )        بندی می         کراتین تقسیم            

اند تا ساختار دایمر                       شکل به صورت موازی دور هم پی یده شده                                   

میکرو و ماکرو فیبریل را تشکیل دهند کاه سابا  پاایاداری                                                   

خالصی           (. پَر، پروت ین               1و     1گردد )        مکانیکی و ساختمانی آن می                        

 (.     از کراتین است که بسیار نامحلو  و سخت تجزیه است )                                                

شود و حادود              در جهان سا نه میلیاردها عدد مر  مصرف می                                       

درصد        7تا      1(. حدود         7گردد )        میلیارد تن، پرَ مر  تولید می                              1/ 

درصد از پَر را کراتیان تشاکایال                               09وزن مر  را پَر و حدود                       

(. پَرها برای پ ر کردن زمین، سوزاندن یاا دفان                                             0و      دهد )       می  

شوند که این خود مشکلاتی را در  خایاره                                      کردن استفاده می               

ای و دفع خاکستر به                      سازی، حمل و نقل، تولید گازهای گلخانه                                    

 (.      19و      آورد )        وجود می       
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هم نین پَر به عنوان محصو  جانبی، باعا  بایامااری هاای                                                  

مختلفی در انسان از جمله کلروزیس و مایکاوپالااساماوزیاس                                                 

هاای حااوی            (. محتوای با ی پروت ین در زباالاه                               19گردد )        می  

تواند به یک منبع خوب پروت ینی و آمینو اسیادی باا                                                  کراتین می         

 (.      2استفاه از سیستم چرخه بازیافت شود )                                  

تواند ماده غذایی پروت ینی متناوب و ارزانای را                                                بازیافت پَر می              

تواند به عنوان خوراک دام و                              فراهم آورد که این ماده غذایی می                               

بسیاری فرایندهای دیگر استفاده شود. اگر چه هضم ضاعایاف                                                    

کراتین یک مشکل بزر  در چرخه بازیافت پَر است، از گذشته                                                       

تا کنون استفاده از دمای با  و فشار زیاد توسط تیمار حرارتی و                                                             

کند و ایان هام                شیمیایی، کراتین را به راحتی قابل متابولیزه می                                             

زمان است با از دست دادن چند اسید آمینه ضروری از قابایال                                                      

متیونین، لیزین و تریپتوفان که ارزش غذایی کراتین را پاایایان                                                          

انادازه کاافای               آورد. بنابراین تیمار حرارتی و شیمیایی باه                                            می  

از این رو            (.    12و     11دارد )        ای پودر پَر را نگه نمی                        محتوای ت ذیه            

هایی که فعالیت کراتینو یتیکی و هم نین آنزیام                                               میکروارگانیسم             

 (.      2کراتیناز را دارا هستند، می توانند اهمیت داشته باشند )                                                     

تجزیه میکروبی پَر به نظر بیشتر دانشمندان و محقاقایان یاک                                                      

جایگزین مناس  برای به دست آوردن پودر پَر است که از نظار                                                        

 های ضروری، مورد توجه است.                             حف  مواد م ذی و اسید آمینه                          

ای خاص از پروت ازها هستاناد کاه قاادر باه                                        کراتینازها دسته               

 (.      1باشند )         شکستن پلی پپتید بسیار سخت و محکم کراتین می                                          

ها توانایی تولید کراتیناز در حضاور                                     تعدادی از میکروارگانیسم                       

سوبسترای کراتین را دارند که با تولید این آنزیم، کراتین موجود                                                              

این آنازیام باه                .(    در پَر، مو، ناخن و پشم را تجزیه می کنند )                                         

شاود کاه          وسیله تعدادی از قار  ها و باکتری ها تاولایاد مای                                            

بااسایالاوس         های متفاوتی از باکتری                         پژوهش های متعدد، سویه                     

  (.  0را جداسازی نموده است )                                  

از آنجائی که کراتیناز تولیدی توسط قار  ها با طبیعت بیمااری                                                           

زایی در بین همگان شناخته شده است، استفاده از کراتیانااز باا                                                          

(. از کراتین هیادرولایاز                        1منبع باکتریایی اهمیت پیدا می کند )                                  

شده توسط باکتری ها در صنعت خوراک دام و طایاور، کاود                                                  

نیتروژنی، چس ، فیلم و هم نین به عنوان مناباعای غانای از                                                    

  11اسیدآمینه های سرین، سیست ین و پرولین استفاده می گردد )                                                      

(. به علاوه از آنزیم کراتیناز در صنایعی از قبیل صنعت مواد                                                          11و   

 شوینده، پزشکی، آرایشی و صنعت چرم اساتافااده مای گاردد                                                  

در ساا            adh a  و وادوا            g aha i  (. آگراهاری             17و      1)   

بااسایالاوس         ، سه سویه از باکتری تجزیه کننده کراتایان،                                         2919
  بااسایالاوس       ،     S( سویاه                           ) مگاتریوم          

و     S 1ساویاه                                    تورینجینسیاس             

را از خااک               Sسویه                          باسیلوس پومیلیس                 

منطقه قاضی پور کشور هند جدا کردند. هر سه جدایه تاوانسات                                                       

پَر مر  و پَر پنگوئن را  در مدت زمان مشخصی به طور کاامال                                                        

 و هاماکااران              e da i  ، زردانی          2991(. در سا             تجزیه کند )           

 را از خاک جدا کاردناد.                        باسیلوس         سویه از          در مراکش، تعداد                 

هاا کاامالا             که پَرهای موجود در محیط کشت توسط همه سویاه                                         

   .( 1تجزیه گردید )             

هدف از این مطالعه جداسازی باکتری های تجزیه کننده کراتیان                                                         

موجود در خاک مناطق مختلف شهرستان  مرودشات و انادازه                                                   

 گیری فعالیت کراتینازی  جدایه ها بود.                                      

 مواد و روش ها             

در این مطالاعاه ماقاطاعای                       الف( جمع آوری نمونه های خاک:                            

 توصیفی، نمونه های خااک از مانااطاق ماخاتالاف مازارع                                            

تاا      1پرورش مر  در شهرستان مرودشت، استان فارس، از عمق                                                 

سانتی متری زمین در  روف استریل جمع آوری گاردیاد.                                                  19

 تمامی نمونه ها در یک روز گردآوری شدند.                                      

  ب( جداسازی و غربالگری باکتری های تولید کننده کاراتایانااز:                                                      

روزه انجاام              21تا      29مرحله غنی سازی                   برای هر نمونه خاک،                    

گرم از هر نمونه  خاک باه                           1شد. برای غنی سازی مرحله او ،                              

میلای        119میلی لیتر از محیط پایه نمکی مایع در ارلن های                                                199

، دی پتاسیم فسافاات                   1لیتری حاوی )گرم بر لیتر(: کلرید سدیم                                      

، سولفات آمونایاوم                  9/2، سولفات منیزیم                 1، منو پتاسیم فسفات                    1

، به عنوان تنها منبع کربن و نیتروژن، تلقیا                                             19و پَر سفید مر                   1

دور       119روز در دمای اتا  بر روی شیکر                                7گردید و به مدت                

در دقیقه نگهداری شدند. پَرهای سفید مر  با شوینده خااناگای                                                        
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دقیقه قارار              19کاملا  شسته شدند. سپس در آب جوش به مدت                                       

(. برای از بایان                 گرفتند تا مواد زاید پَر در ا ر گرما جدا شود )                                             

ها در مخلو  مساوی از کلاروفارم:                                 های رویی پَر، آن                  بردن چربی         

(. سپس پاَرهاا              10دقیقه قرار داده شدند )                        11( به مدت          1:1آب )    

چندین بار با آب مقطر شستشو شدند و در دستگاه آون با دماای                                                         

ساعت قرار داده شدند تا پَرهاا                                2درجه سلیسیوس به مدت                       199

میلی لیاتار             19کاملا  خشک گردند. برای غنی سازی مرحله دوم،                                           

از محلو  رویی غنی سازی مرحله او  برداشته شد و در شرایاط                                                        

  1میلی لیتر محیط پایه نمکی مایع تازه همراه باا                                               09استریل به           

درصد پَر منتقل گردید. تمامی محیط کشت ها در دمای اتا  بار                                                         

روز از          7دور بر دقیقه نگهداری شدند. پس از                                    119روی شیکر          

ها بر روی ماحایاط کشات                      های حاوی نمونه                هر کدام از ارلن               

نوترینت آگار )مرک، آلمان( کشت داده شدند. این کاار تاا باه                                                        

دست آمدن کلنی های خال  چندین بار تکرار گردیاد. غانای                                                   

سازی مرحله سوم  بر روی محیط کشت اختاصااصای اناجاام                                               

های تجزیه کننده کراتایان جاداساازی و                                    گرفت و تنها باکتری                  

شناسایی گردیدند. این غنی سازی بر روی محیط پایه پَر جااماد                                                         

  ga   a ed  i e al Sal   edi m                           به همراه  پَر خیلی ریاز

میلی متری( به عنوان منبع کربن و نیتروژن اناجاام                                                  تا      1شده )     

شد. این محیط حاوی تمامی ترکیبات محیط پایه نمکی مایع باه                                                        

های خالا  شاده ماحایاط                     گرم آگار است. از کلنی                       11اضافه       

نوترینت آگار، بر روی محیط اختصاصی جامد کشت داده شاد.                                                     

درجه سالایاسایاوس                7 روز در دمای               7تا      1ها به مدت             پلیت    

جدایه که بر روی محایاط                        1گرمخانه گذاری شدند. از این میان،                                  

اختصاصی پَر در مدت زمان کمتری قادر به تجزیه پَر باودناد و                                                         

 (.     هاله تجزیه بزر  تری داشتند، برای شناسایی انتخاب شدند )                                                      

 هاا باه وسایالاه               شناسایی باکتاری                 ( آزمون های بیوشیمیایی:                        

آزمون های بیوشیمیایی مانند رن  آمیزی گرم، رنا  آمایازی                                                     

اسپور، تست حرکت، کاتا ز، اکسیداز، سیترات و هایادرولایاز                                                     

 (.  22و     21نشاسته انجام شد )                 

باکتریایی از روش                       به منظور استخرا                     د( استخرا  ژنوم:                

سای سای از            1جوشاندن استفاده شد. به طور خلاصه مقدار                                       

)مارک، آلاماان( حااوی                      ai  Hea     f  io  محیط کشت          

دقیقه، ساناتاریافایاوژ                     2به مدت          19999باکتری خال  با دور                    

میکرولیاتار الاکال                  19گردید. محلو  رویی دور ریخته شد و                                  

دقایاقاه         1استریل اضافه گردید. محلو  تکان داده شد و مدت                                              

دقایاقاه          باه مادت          12999جوشانده شد. سپس با سرعت                         

 الاگاو           سانتریفیوژ گردید. از محلو  رویی باه عاناوان                                          

 (.  0استفاده شد )            

 بااه ماانااظااور          :           ه( واکاانااش زنااجاایااره پاالاای مااراز                        

 بااکاتاریاایای از پارایامار هاای                                  تکا ایار ژن        

 و     -                          -      

استفاده گردیاد                   -                       -     

 میکرولیاتار             1میکرولیتر شامل                  19در حجم             (. واکنش          21)   

 ماایااکاارولاایااتاار از هاار پاارایااماار،                            /9الااگااو،            از    

  a  e  mi    a       ol me a e  a  e میکرولیتر             2/ 

 i   ed   e ma k    ،  /                      مایااکارولایااتار آب مااقاطاار 

 در دساتاگااه تارماوساایاکالار                         انجام گرفت. واکنش                   

 ech e              )دقیقه واسرشات شادن                     با شرایط دمایی                )انگلستان

چارخاه        1 درجه سلیسیوس و در اداماه                           01ابتدایی در دمای                 

درجه سلیسیوس باه مادت                       01شامل واسرشت شدن در دمای                         

 انیه،          9 درجه سلیسیوس به مدت                        1 انیه، اتصا  در دمای                        9 

دقیقه و در              2درجه سلیسیوس به مدت                       72گسترش در دمای               

درجه سلیسیوس باه مادت                       72نهایت گسترش نهایی در دمای                           

پس از الکتروفاورز                       (. محصو ت           29دقیقه انجام شد )                  19

درصد با استفااده از دساتاگااه تاراناس                                   1بر روی ژ  آگارز                 

تعیایان تاوالای               مورد بررسی قرار گرفتند.                       )انگلستان(            لومیناتور           

توسط شرکت ماکروژن کره جنوبی صاورت                                       محصو ت        

 تااوسااط اباازار                        گاارفاات. تااوالاای هااای ژن                  

h       c i. lm. ih.go   la                               آنالیز شدند. به مناظاور رسام

 درخت فیلوژنتیکی و نایاز ارزیاابای بایاشاتاریان راباطاه                                             

از نسخه پنجم نرم افزار                           a im m likel hood  خویشاوندی           

باا       e  a k  ، استفاده گردید. توالی ها در بانک ژنی                                           

  بت شدند.             cce  io    m e  شماره خاص           

برای اندازه گیری فعالیت                           و( اندازه گیری فعالیت آنزیم کراتیناز:                                     

  S  –آنااازیااام، باااه ماااحااالاااو  کاااراتااایااان                      
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  S -Sol  lized Ke a i                 و آنااازیااام خاااالااا ) 

 Seed c l   e            .نیاز است 

 پاَرهاای شاساتاه و               :         –آماده سازی محلو  کراتین                         -1

چربی زدایی شده به وسیله قی ی به صاورت پاودر درآورده                                                   

میلی لیتر از ماحالاو                       199گرم از این پودر با                      19شدند. مقدار             

مخلو  گردید و در آون باا                             S   دی متیل سولفوکساید                    

دقیقه قرار داده شاد.                       129درجه سلیسیوس به مدت                       199دمای      

میلی لیتر استن سرد به محلو  یااد شاده اضاافاه                                             1999سپس     

ساعت قرار             1درجه سلیسیوس به مدت                       -21گردید و در دمای                 

دقایاقاه         19دور باه مادت              19999داده شد. این محلو  در                       

سانتریفیوژ گردید. رسوب حاوی پَر جدا گردید. سپس باا آب                                                      

درجاه        19مقطر سه بار شستشو داده شد و در آون باا دماای                                            

 سااعات قارار داده شاد تاا                        2سلیاسایاوس باه مادت                

گرم از این رساوب در                        1    رسوب پَر کاملا  خشک گردد. مقدار                              

محلاو  باا            H حل گردید. سپس                    .  a H میلی لیتر             29

تنظیم شد.              مو  بر لیتر بر روی عدد                          i -H l    9/1  استفاده از            

مورد استافااده                 S  –محلو  حاصل به عنوان محلو  کراتین                                

 .( 19قرار گرفت )           

 هاای       تاعادادی از بااکاتاری                    آماده سازی آنزیم خاالا :                        -2

هاله تجزیه مناسبی را بار روی ماحایاط                                      تجزیه کننده پَر که                  

اختصاصی پَر جامد نشان دادند و برای اندازه گیری فاعاالایات                                                       

آنزیم کراتیناز انتخاب شده بودند، بر روی محیط نوترینت آگاار                                                           

هاا باه         ساعت از هر کدام از نمونه                          21کشت داده شدند. پس از                      

مایاع         S طور جداگانه چندین کلنی برداشته شد و به محیط                                             

درصد پَر به عنوان تنها منبع کربن و نیتروژن تلاقایا                                                     1همراه با          

 ها در دمای اتا  بر روی شایاکار باا سارعات                                     نمونه         گردید.      

  m  119          میالای          ساعت نگهداری شدند. یک                       72تا       1به مدت

ها به عنوان  آنزیم خال  ماورد                                لیتر از روماند این محیط کشت                           

 (.   استفاده قرار گرفت )                   

 میلی لیتر از آنازیام خاالا  باا                              1اندازه گیری کراتیناز:                         - 

میلی لیتر از محلو  کراتین مخلو  گردید و در حاماام آب                                                      1

دقیقه قارار داده                   19درجه سلیسیوس به مدت                       19گرم با دمای             

شد. این واکنش پس از مدت زمان یاد شده با اضافه کردن حجم                                                        

  29         میلی لیتر تری کلرواستیک اسایاد                                2مساوی یعنی            

 درصد متوقف گردید. پس از سااناتاریافایاوژ باا سارعات                                            

دقیقه، جذب نوری روماند در طاو                                  11دور به مدت              19999

      a  نانومتر به وسیله دستگاه اسپکتروفوتومتر                                          9 2مو      

     alia                                                     در مقابل کنتر  اندازه گیری شد و به وسیله  فرمو

     زیر محاسبه گردید:                 

                     . 1 1    
 

 : عادد        دهاد،        : عدد جذبی است که کنتر  نشاان مای                               9/91

: مدت زمان            19: حجم نهایی بر حس  میلی لیتر،                               1رقیق سازی،            

انکوبه کردن در بن ماری بر حس  دقیقه می باشاد. باراسااس                                                     

کاه      تعریف، یک واحد فعالیت آنزیم برابر است با مقدار آنزیمای                                                     

 بایان کاناتار  و ناماوناه                     9/91سب  افزایش جذب نوری                     

گردد. واحد فعالیت  آنزیام کاراتایاناازی                                      در شرایط یکسان می                 

  i   ml mi           شود. از محیط کشت باا بااکاتاری                              گزارش می 

 (.   بدون سوبسترا )پرَ( به عنوان کنتر  منفی استفاده گردید )                                                      

ز( بررسی شرایط مختلف بر فعالیت آنزیم کراتیناز برای ساویاه                                                         
 برتر و بهینه سازی شرایط رشد:                              

به منظاور          بررسی فعالیت آنزیم کراتیناز در دماهای مختلف:                                                -1

 بارای باه دسات آوردن دماای                            بررسی فعالیت آنازیامای                   

درجاه        21-11بهینه، سنجش فعالیت آنازیام در دمااهاای                                    

 (.   روز متوالی برای سویه برتر انجام شد )                                      1سلیسیوس در            

برای باه دسات               های مختلف:              بررسی فعالیت آنزیم در                         -2

تاا       ها بین          محیط کشت          H بهینه فعالیت آنزیمی،                        H آوردن       

 روز ماتاوالای              1در        تنظیم شد. سپس فعالیت آنازیامای                             19

تمامی آزمون های یاد شده، به صاورت                                   (.     اندازه گیری گردید )                   

 مرتبه در شرایط یکسان تکرار گردید.                                    جداگانه         

مت یرها با اساتافااده از نساخاه                               ( تجزیه و تحلیل اطلاعات:                        

 در           و آزماون آمااری                  S SSهجدهم نرم افازار               

 آنالیز شدند.               1 .      9/91سط      
 

 یافته ها        

باکتری مختلف بار                   9 های خاک مورد بررسی                      از مجموع نمونه               

هاای       روی محیط نوترینت آگار جداسازی گردیاد کاه گاوناه                                           
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شادناد. بارای جاداساازی                      مختلف باکتریایی را شاامال مای                          

جدایه باکتری به ماحایاط                        9 های تجزیه کننده کراتین،                           باکتری      

جدایه از            11درجه سلیسیوس منتقل شدند.                            7 پایه پَر در دمای                  

پَر موجود در محیط کشت به عنوان تنها منبع کربان اساتافااده                                                       

جدایه که تجزیه مانااسابای را                            1کردند و پَر را تجزیه نمودند.                              

جادایاه         1نشان دادند برای شناسایی انتخاب گردیدند. شناسایی                                                 

باکتریایی از طریق مطالعه میکاروساکاوپای و آزماون هاای                                                 

نشاان داده             2و     1بیوشیمیایی انجام شد. نتای  در جدو  های                                        

شده است. بر اساس رن  آمیزی گارم و چانادیان آزماون                                              

  باسیلوس سرئاوس             بیوشیمیایی، مشخ  گردید که یک جدایه،                                     

  باسیلوس تاورناجایاناسایاس                  ، یک جدایه                             

باسیلوس فلاکاساوس                و سه جدایه                                       

 هستند.                           

    حاصل از تک یر ژن                     در این مطالعه الکتروفورز محصو ت                                 

جافات       1199های مشخصی را در محادوده                          ، باند              

(. نتای  حاصل از توالای یاابای در                                1بازی ایجاد کردند )شکل                       

ای جدید با شماره خاص به  بات                               بانک ژنی، تحت عنوان سویه                        

و درخت فیالاوژناتایاکای                             توالی       (.       رسید )جدو             

 SKH1 SKH2 SKH3 SKH4 SKH5 مشخصات

 م بت م بت م بت م بت م بت واکنش گرم
 انتهایی نزدیک به انتهایی میانی انتهایی میانی فرم اسپور

میکروسکوپی-مورفولوژی ای میله میله ای )تکی یا به صورت زنجیره(  ای کوتاه میله  ای میله  ای میله   
هوازی-اختیاری نیاز به اکسیژن هوای-اختیاری هوازی   هوازی هوازی 
 کرمی سفید متمایل به کرمی کرمی سفید کرمی متمایل به زرد رنگ کلنی
کوچک-صاف-محدب شکل کلنی بزر -خشک-صاف  بزر –صاف-محدب  بزر -خشک-صاف  بزر -خشک-صاف   

 باکتری انتخابی. 1خصوصیات ریخت شناسی و میکروسکوپی : 1جدو  

 SKH1 SKH2 SKH3 SKH4 SKH5 آزمون ها

 م بت م بت م بت م بت م بت کاتالاز
 منفی منفی منفی منفی منفی اکسیداز
 منفی منفی م بت منفی م بت سیترات

 م بت م بت م بت م بت م بت هیدرولیز نشاسته
 منفی منفی م بت منفی م بت V-Pتست 

 منفی منفی منفی منفی منفی تست متیل رد
 م بت م بت م بت م بت م بت احیای نیترات

 - - - - -   - - -   ها تخمیر قند

 باسیلوس فلکسوس باسیلوس فلکسوس باسیلوس تورنجینسیس باسیلوس فلکسوس باسیلوس سرئوس باکتری تشخیصی

 باکتری انتخابی. 1برخی از خصوصیات بیوشیمیایی : 2جدو  

 اسید/ بدون تولید گاز.    -  بدون اسید/ بدون گاز،   -/-

C

+  

C

M 

1 
    

2  3 
 

4
    

5 

M 

( کنتر  + باکتریایی.          الکتروفورز حاصل از تک یر ژن :  1شکل 

( کنتر  منفی )آب مقطر(، - ،     b           .     1            م بت 

، SKH1سویه  باسیلوس سرئوس(  1جفت بازی، ستون  1999( مارکر  

(  ، ستون        SKHسویه های  باسیلوس فلکسوس(  1و  1، 2ستون های 

  SKH.سویه  باسیلوس تورینجنسیس

 نام باکتری سویه شماره خاص

KX 71 9  SKH1 باسیلوس سرئوس 

KX   199 SKH  باسیلوس فلکسوس 

KX 71 9  SKH  باسیلوس تورینجنسیس 

KX 71 9  SKH  باسیلوس فلکسوس 

KX 71 9  SKH  باسیلوس فلکسوس 

 جدایه های باکتریایی  بت شده در بانک ژنی.:  جدو  
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  SKH1ساویاه        باسیلوس سارئاوس             (، نشان داد که                2)شکل      

دارا         1 سویه      باسیلوس سرئوس               بیشترین قرابت را با باکتری                            

سویه باکتریایی بر اسااس روش                              1فعالیت کراتینازی                  .     می باشد       

  باسیلوس سوبتیلایاس                یاد شده، در مقایسه با نمونه کنتر  م بت )                                        

    1      ( )           b                                 بر حس  واحد بر میلی لیتار )

 ( به دست آمد. مقادیر، حاصل تنها یک باار                                         ml mi  بر دقیقه )          

اندازه گیری شدند. بیشترین فعالیت آنزیمی مربو  به بااکاتاری                                                         

و کمترین میزان فعالیت آنزیمی                                SKH1سویه        باسیلوس سرئوس             

 باود        SKHساویاه        باسیلوس فلکاساوس              مربو  به باکتری                 

ساویاه        باسیلوس سرئاوس             (. از آن جایی که باکتری                         1)جدو        

SKH1                                                    بیشترین تجزیه در مدت زمان کمتری با بهترین فعالیات

را نشان داد، برای بررسی فعالیت آنزیم کاراتانایااز در                                                    آنزیمی        

        شرایط مختلف انتخاب گردید. آنالیز توسط آزماون                                           

اندازه گیری  شد. فعالیت آنزیم با شرایط مت یر دما و                                                        دوره       در    

 H                                      روز نتای  زیر                 1اولیه و سنجش در شرایط یکسان در مدت

 را نشان داد:              

مقایسه ا ر دماهاای                       الف( مقایسه ا ر دما بر تولید آنزیم کراتیناز:                                            

مختلف در روزهای مختلف بر تولید آنزیم کراتایانااز تاوساط                                                    

دهاد       نشان مای         SKH1سویه        باسیلوس سرئوس             باکتری باکتری               

درجه سلیسیوس در روزهای                          9 که تولید آنزیم به جز در دمای                              

 داری نداشتند، تمامی دمااهاا                             او  و دوم که با هم اختلاف معنی                             

روزهای سنجش فاعاالایات                      ( در تمامی            11و     19،   1 ،   9 ،   21)   

نشان دادند               S   آزمون         1داری در سط                آنزیم، اختلاف معنی                 

 نتیجاه کالای حااصال از باررسای                             .    1 .      (   1)نمودار         

 فعالیت این آنزیم در روزهای مختلف در ماحادوده دماایای                                                  

  باسیلاوس سارئاوس             درجه سلیسیوس توسط باکتری                            19تا      21

،   9 ،   21دهد که این باکتری در دماهای                               نشان می         SKH1سویه      

سلیسیوس قادر به رشد و تولایاد آنازیام                                       درجه      11و     19،   1 

درجاه        1 باشد. دمای بهینه برای حداک ر تولید آنزیم دمای                                                 می  

درجه سلیسیاوس                21سلیسیوس به دست آمد. باکتری در دمای                                    

درجه سلیسیوس باه                   11و     19کمترین تولید آنزیم و در دماهای                                

ترتی  پس از دمای بهینه، فعالیت آنزیمی متوسطی را نشان داد                                                          

 ها. باسیلوسبا سایر  SKH1سویه  باسیلوس سرئوسدرخت فیلوژنتیکی : 2شکل 

 نام باکتری (U/ml/m)فعالیت آنزیمی 
 SKH1سویه  باسیلوس سرئوس 17/12

 SKH2سویه  باسیلوس فلکسوس 13/26

 SKH3سویه  باسیلوس تورینجنسیس 15/56

 SKH4سویه  باسیلوس فلکسوس 10/81

 SKH5سویه  باسیلوس فلکسوس 11/95

 میزان فعالیت آنزیمی مربو  به سویه های مختلف باکتریایی. : 1جدو  

 ت ییرات تولید آنزیم کراتیناز در دماهای مختلف  : 1نمودار 
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 (.  2)نمودار         

ماقاایساه ا ار                اولیه بر تولید آنزیم کراتیناز:                                   ب( مقایسه ا ر               

روز بر تولید آنزیم کاراتایانااز                               1در      H های مختلف             محدوده      

نشاان داد کاه               SKH1سویه        باسیلوس سرئوس             توسط باکتری             

در روزهاای دوم و                    خن ی        H تولید آنزیم فقط در محدوده                           

داری با یکدیگر نداشاتاناد. اماا تاماامای                                     سوم اختلاف معنی              

در روزهای او  تا پنجم با یکدیگر اخاتالاف                                         H های       محدوده      

 (.  1نشان دادند )جدو                      S   آزمون         1داری در سط                معنی    

های فعالیت کراتیناز در ایان بااکاتاری                                     نتیجه حاصل از بررسی                   

  19و     0،      ،   7،    های        H نشان داد که این باکتری در محدوده                                  

 توانایی رشد و هم نین تولیاد آنازیام کاراتایانااز را دارد.                                                    

 H                                      بهینه برای بیشترین تولید آنزیم، در H          به دسات           قلیایی

کمترین میزان تولید آنزیم و در                                  خن ی        H آمد. این باکتری در                    

 H          (.   فعالیت آنزیمی متوسطی را نشان داد )نمودار                                            0قلیایی 

 بح    

یکی از بهترین تولید کنندگان کاراتایانااز                                        باسیلوس       گونه های           

هستند که  رفیت با ی  تولید این آنزیم را در میان سایر مناباع                                                            

 (.      0گرم بر لیتر( دارا هستند )                           21تا      29تولید کراتیناز )حدود                      

تعدادی از محققین در سا  های متمادی مااناناد، فامای او                                                      

  emi- la                      دیافااسایاگااماانای                    ، 2911و همکاران در ساا

  ei a igama i                      مهتا         299و همکاران در سا ،  eh a      و

، در مطالعات خود توانستند گونه هاای                                     291همکاران در سا                 

را از نمونه های خاک و یا پسماند های مار                                            باسیلوس       مختلف       

و مرغداری ها جداسازی کنند. این جدایه ها توانایای تاولایاد                                                       

(. در پژوهش حاضر، از                      22و     21،    1آنزیم کراتیناز را داشتند )                          

باکتری با تاواناایای                     11خاک شهرستان مرودشت، شیراز، تعداد                                  

جادایاه کاه قادرت                 1تولید آنزیم کراتیناز، جداسازی گردید.                                      

کراتینازی بیشتری داشتند برای مطالعه بیشتر انتخاب شدند. پس                                                           

از شناسایی از طریق خصوصیات مورفاولاوژی، آزماون هاای                                                 

، ساه گاوناه                   بیوشیمیایی و آنالیز توالی یابی قطعه                                     

،   باسایالاوس سارئاوس             به نام های              باسیلوس       متفاوت از جنس               

    شناسایی گردیاد               باسیلوس فلکسوس              و     باسیلوس تورینجنسیس                  

باکتری در بانک ژنی شامااره خااصای                                 1برای هر کدام از این                     

و      emi- la  ای جدید تعیین شد. فمی او                              تحت عنوان سویه              

و همکاران در سا                      azo  o  ، مازوتو          2911همکاران در سا                 

را      با سیلوس سرئوس              نیز مشابه با این پژوهش، توانستند                                    2911

 با خاصیت تجزیه کنندگی کراتین از خاک جداسازی ناماایاناد                                                    

و هاماکااران در ساا                       Si ak ma (. سیواکومار               2و     21)   

مقایسه ا ر دماهای مختلف بر تولید آنزیم کراتیناز. حروف مشتارک، :  2نمودار 

 است.  S   آزمون 1نشان دهنده عدم وجود اختلاف معنی دار در سط  

های بر تولید آنزیم کراتیناز. حروف مشتارک،  H مقایسه ا ر گستره :   نمودار 

 است.  S   آزمون 1نشان دهنده عدم وجود اختلاف معنی دار در سط  

pH 
روز 
 اول

روز 
 دوم

روز 
 سوم

روز 
 چهارم

روز 
 پنجم

میانگین 
pH 

1 l /0 k10/9 k29/  i 9/2 g 0/7  2 /7 

7 k1 /1 j21/1 h  /1 e11/  cd10/1   1/9 

8 k1 /2 i20/1 e11/  cd10/9 a 1/   11/1 

3 k1 /  j2 /2 fg11/0 d1 /9   9/2   0/9 

61 k1 /1 j21/  h  /1 f12/2 c19/1    /7 

   9/ 1   /12  1/7    /21   / 1  میانگین زمان

در طو  زمان بر تولید آنزیم کراتیناز توسط باکتاری  H ا ر گستره :  1جدو  

 SKH1.سویه  باسیلوس سرئوس

میانگین های دارای حروف بزر  )موجود در ستون سمت چپ و ردیف پایین( و نیز میانگین های دارای  *

 حروف کوچک )موجود در قسمت میانی جدو ( که حداقل دارای یک حرف مشترک هستند، اختلاف 

 ندارند.  S   آزمون 1معنی داری در سط  
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نایاز       2912و همکاران در سا                      g aha i  ، آگراهاری            2912

بااسایالاوس         مشابه با این پژوهش، ماوفاق باه جاداساازی                                     

 (.    21و    از خاک گردیدند )                  تورنجینسیس          

بااسایالاوس         تا کنون در ایران پژوهشی مشابه با این تحقیق که                                               

با خاصیت کراتینازی را از خاک جاداساازی کارده                                             فلکسوس      

نمونه باکتریاایای در                      1باشد، انجام نشده است. فعالیت آنزیمی                                     

یک مرحله مورد بررسی قرار گرفت تا قویترین سویه از لاحاا                                                        

ها فعالیت آنزیمی خوبی نشاان                              بررسی شود. تمامی سویه                       آنزیمی      

باا سایالاوس          دادند و قوی ترین سویه از لحا  تولید کراتیناز،                                               
 تعیین گردید.                SKH1سویه      سرئوس       

فاعاالایات آنازیامای                  291و همکاران در سا                      eh a  مهتا      

را ماعااد                                   باسیلوس لیکنی فاورمایاس                      

(.     1واحد بر میلی لیتر بر دقیقاه گازارش کاردناد )                                        11 /11

نایاز       2911و همکاران در سا                      g a al  هم نین آگراوا                 

واحد بار           9 / 1را        باسیلوس       ای از جنس             فعالیت آنزیمی سویه                  

(. ایان یاافاتاه هاا                 19میلی لیتر بر دقیقه به دست آوردناد )                                  

نزدیکترین شباهت را با نتای  مطالعه حاضر دارناد. هادف از                                                       

بهینه سازی، پیدا کردن شرایط مت یر و م  ری است که باکاتاری                                                         

اولایاه         H بتواند میزان آنزیم کراتیناز بیشتری را تولید نمایاد.                                                    

محیط کشت، قویا  تعدادی از فرآیندهای آنزیمی و عبور  ماواد                                                         

دهاد.        غذایی  مختلف از دیواره سلو  را تحت تا یر قارار مای                                                

شاوناد. فاعاالایات                معینی فعاا  مای               H ها در محدوده                آنزیم     

اولیه محیط              H ای از عملکردهای                   دیواره سلو ، مجموعه                     آنزیمی      

بهینه برای تولید بیشترین                            H (. در این مطالعه،                    1کشت است )         

 به دست آمد.                قلیایی          H مقدار کراتیناز توسط این باکتری،                                 

   ale i  این یافته با گزارش های قبلی ارائه شده توسط طالبی                                                  

( و دیاواسایاگااماانای                  21)        291و هاماکااران در ساا                   

  ei a igama i                      ( ماطااباقات          22)        299و همکاران در سا

نیز به ناتایاجاه                 299و همکاران در سا                      iffel  دارد. ریفل            

(. به طوری که بیشتاریان فاعاالایات                               2مشابهی دست یافتند )                   

   .گزارش گردید             H  7/1 کراتینازی در              

برای سویه ای                2911و همکاران در سا                      a k  هم نین پارک             

تعیین نمودند که به                      7/1را در محدوده                H ، بهترین          باسیلوس       از    

 (.      27پژوهش حاضر نزدیک است )                      

در برخی از مطالعات انجام شده توسط محققان در ساا  هاای                                                     

مناس  برای بهتریان فاعاالایات آنازیام                                  H ،    291تا      2919

(. نکته          2و     21،    1،   0گزارش گردید )               11و     19،     7کراتینازی           

تمامی این گزارش ها نشاان دهاناده                                   شایان توجه این است که                     

فعالیت کراتینازی باکتری های کراتینو یتیاک در شارایاط و                                                     

 قلیایی می باشد.                   H محدوده        

دما یکی دیگر از پارامترهای فیزیکی است که  در تولید آنازیام                                                          

   (. بااکاتاری          1کند )       نقش دارد و متابولیسم انرژی را کنتر  می                                      
مقادیر مختلفی از رهااساازی                            SKH1سویه      باسیلوس سرئوس               

درجه سلیسایاوس                11تا      21آنزیم کراتیناز را در محدوده دمایی                                   

  1 نشان داد. فعالیت بهینه برای تولید آنزیم در این بااکاتاری،                                                        

درجه سلیسیوس تعیین گردید. می توان نتیجه گرفت کاه ایان                                                     

 کند.        باکتری تروموفیل است و در دمای با  به خوبی رشد می                                                

در تجزیه پَر است. به طوری که می تاواناد                                         این امر برتری مهمی                  

قابلیت تجزیه پَر را در مدت زمان کمتری داشته باشد. نتای  باه                                                            

دست آمده در این مطالعه از نظر دمای بهینه در تولید کراتیناز با                                                               

و مهتا          2911و همکاران در سا                       g a al  یافته های آگراوا                  

  eh a                       (.      19و      هم خوانی دارد )                  291و همکاران در سا 

درجاه        11تاا      9 در محدوده دماایای                   باسیلوس       های       گونه    

سلیسیوس قادر به رشد هستند. اگر چه تعدادی از باکتری هاای                                                        

بهیناه بارای                کراتینو یتیک در دماهای با تر نیز قادر به فعالیت                                               

(. گزارش  هایی وجاود دارد کاه                              1تولید آنزیم  می باشند )                       

درجه سلیسیوس را در این مورد بیاان                                    9 تا      19محدوده دمایی              

و همکااران در                  ig e h a a  (. ویگنش واران                29کند )       می  

  باسیلوس لیکنی فورمایاس                    ، دمای بهینه رشد باکتری                         2919سا      

 (.    29درجه سلیسیوس گزارش کردند )                            9 را    

بااسایالاوس         در این مطالعه برای اولین بار در ایران بااکاتاری                                              
با خاصیت کراتینازی از خاک جاداساازی گاردیاد.                                            فلکسوس      

پیشنهاد می گردد که مطالعات دیگری بر روی خااک تاماامای                                                   

ها و هم نین زمین های کشااورزی فاارس و                                       مناطق مرغداری             

بقیه مناطق ایران انجام شود. هم نین توصیه مای گاردد کاه                                                     

باکتری های مختلف تولید کننده آنزیم کراتیناز به منظور استفاده                                                              
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در صنایع تولید کننده شوینده، تجزیه پَرهای تولایادی تاوساط                                                       

مزارع پرورش مر  و پاکسازی محیط زیسات، جاداساازی و                                                

 شناسایی گردند.              

 نتیجه گیری           

 SKH1ساویاه      با سیلوس سرئوس                تجزیه پَر به وسیله باکتری                           

تاییدی است بر اینکه این باکتری قدرت پروت ازی قابل ملاحظه                                                         

تواند باندهای دی سولفیدی کراتین را بشاکاناد.                                             ای دارد و می            

سویه جدا شده نشان می دهد که                               1اندازه گیری فعالیت آنزیمی                           

 این سویه کاندید مناسبی در صنایع مختلف آنزیمی می باشاد.                                                      

 
 تشکر و قدردانی              

 نویسندگان این مقاله از دانشگاه آزاد اسلامای واحاد جاهارم                                                     

 به دلیل حمایت های پژوهشی و علمی کما  امتنان را دارنااد.                                                       
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Abstract 

Background & Objectives: Feather is one of the environmental pollutants that about 90% of its 

weight is made of highly resistant creatine plates. A number of bacteria are able to produce a 

keratinase enzyme in the presence of keratin substrate. The purpose of this study was isolation and 

molecular identification of keratin- degrading bacteria from the soil of poultry farms around 

Marvdasht city in order to measure keratinase activity in superior creatine-degrading strains. 

Material & Methods: In this study, 15 soil samples from poultry farms around Marvdasht city was 

collected. Seven bacterial isolates were cultured on a feather meal medium. Five isolates that 

showed clear degradation zone, were chosen for further chemical and molecular identification. 

The bacteria were sequenced, and a specific accession number in the gene bank was allocated to 

each of them as a new strain  Then, all five isolates were assessed for the level of keratinase  

enzyme production. 

Result: All isolates belonged to Bacillus species. All five isolates were able to completely degrade 

keratine. The most keratinase activity was reported 17.12 (ml/min)  for Bacillus cereus SKH1. 

Conclusion: Different species of Bacillus in this study showed the ability to produce a keratinase 

enzyme in the presence of keratin substrate. Investigating the level of keratinase activity in  

bacterial isolates showed that all have the potential treat feather waste. 

Keywords: Keratinase enzyme, Feather-degrading bacteria, Bacillus cereus. 
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