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 كننده توليد جديد سويه يك عنوان به SLKr1 لنتوس استافيلوكوكوس باكتري شناسايي
  كراتيناز آنزيم

  2اي كارخانه اصغر علي و 1نصيري بيگي محمدتقي ،2آرا شمس مهدي ،1فياضي ، جمال*2پور ميمندي ، امير1نهال سميه رحيم
   خوزستان رامين طبيعي منابع و كشاورزي دانشگاهخوزستان،  1

   فناوري زيست و ژنتيك مهندسي و ملي پژوهشگاهتهران،  2

  25/6/96 :تاريخ پذيرش  25/2/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

درصد ساختار آن از پروتئين غير محلول  90شود و  مي توليد زيادي ميزان به كه باشد مي طيور صنعت فرعي محصولات از پر
ي توليد كننده كراتيناز حاصل از بستر باكتريهاتعيين خصوصيت  هدف از اين مطالعه آناليز و. كراتين تشكيل شده است

 به منظور. ميلك آگار كشت داده شد  سكيمبر روي محيط كشت ا مرغداري بستر گرم 10 مقدار. باشد هاي گوشتي مي جوجه
ين به عنوان تنها ي جداسازي شده، بر روي محيط كشت جامد حاوي آزوكراتين و كراتكلنيهاي كراتينوليتيك، كلنيهاجداسازي 

ي ميكروسكوپي، بيوشيميايي و روشهاي با قابليت هيدروليز پر انتخاب شده و با استفاده از كلنيها. منبع كراتين كشت داده شدند
آمد كه از اين  به دستسويه باكتريايي با فعاليت پروتئوليتيكي  10در نتايج حاصل از اين مطالعه تعداد . مولكولي شناسايي شدند

طبق نتايج مورفولوژيكي و بيوشيميايي سويه با بيشترين فعاليت . باكتري توانايي تجزيه كراتين را دارا بودند 4تنها  تعداد
و آناليز فيلوژني، اين سويه  16S rRNAبر اساس تكثير ژن . بندي شد طبقه) استافيلوكوكوس( كوكوسكراتينوليتيكي، زير گروه 
شد كه با توجه به قطر هاله ايجاد شده بر روي محيط جامد حاوي كراتين، شناسايي  SLKr1 استافيلوكوكوس لنتوس
 SLKr1 استافيلوكوكوس لنتوس. ها، بيشترين فعاليت كراتينوليتيكي را دارا بود در بين ساير سويه SLKr1 استافيلوكوكوس لنتوس

نايي توليد آميلاز، لسيتيناز، سلولاز و ژلاتيناز را باشد كه توا به عنوان يك سويه جديد كراتينوليتيك با قابليت بالاي كازئيناز مي 
يك باكتري توليد كننده كراتيناز  SLKr1 استافيلوكوكوس لنتوسدهد كه باكتري  نتيجه گيري كلي از اين تحقيق نشان مي. ندارد

  . باشد كه قابليت استفاده در صنعت بيوتكنولوژي را دارد با قابليت كراتينوليتيكي بالا مي

  .غربالگري كراتيناز، باكتري، ،لنتوس استافيلوكوكوس :كليدي يها واژه

 meimandi@nigeb.ac.ir: ، پست الكترونيكي0935455002: تلفن مسئول، نويسنده* 

  مقدمه
 باعث آب با همراه كه باشد مي واكنش يك هيدروليز
 مرغ پر. شود مي مونومر به پليمر يمولكولها شكستن

 به تواند مي كه است بلند پليمريك مولكول يك) كراتين(
 پر .)22( دشو شكسته كوچك پپتيدهاي و آمينه اسيدهاي
 هضم قابل نشخواركننده غير حيوانات توسط نشده فرآوري

 از زيادي بسيار مقدار حاوي كه چرا نيست استفاده و
 كه. )22( باشد مي) درصد 90 از بيش( كراتين پروتئين

 سوي از و. تهس سيستئين سولفيدي دي باندهاي داراي
 يآلودگيها خطر معرض در نشده فرآوري پر ديگر

 طيور ضايعات از حاصل پاتوژن .)20( باشد مي پاتوژنيك
 تحت پر اگر اما, شود منتشر دام خوراك در است ممكن
 جهت كراتيناز آنزيم از استفاده( بيولوژيكي تيمار پيش

 در .)20( شود مي پاتوژن شيوع مانع گيرد قرار) پر تجزيه
 بخار فشار و قليايي هيدروليز از پر تجزيه براي ابتدا
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 آمينه اسيدهاي تخريب باعث روش اين كه شد مي استفاده
 همچنين و شده هيستيدين و ليزين, متيونين مثل ضروري
 لحاظ از هيدروليز اين نتيجه و بود بر هزينه بسيار روشي
 در بنابراين .)21 و 3( بود پايين ارزش داراي مغذي مواد
 از استفاده محدوديت اين بر غلبه جهت اخير يسالها

 پيدا رواج پر غذايي ارزش بهبود جهت ميكروبي يآنزيمها
 توسط شده ترشح كراتيناز به وسيله تواند مي كراتين. كرد

 به را كراتين طبيعي به طور كه ميكروارگانيسمها از بعضي
 استفاده قابل نهايت در و جذب قابل و كوچكتر يمولكولها

 تبديل ،باكتريها رشد براي غذايي منبع يك عنوان به
 يگزارشها اخير، يسالها در. )6( شود تجزيه كنند، مي

 يميكروارگانيسمها از كراتيناز سازي خالص بر مبني زيادي
مطالعات زيادي  .)27 و19،24( است شده ارائه مختلف
ي تجزيه كننده پر را از منابع مختلف خاك، باكتريها

، باقيمانده مو، پوست و پشم حيوانات ضايعات طيور
هاي مختلفي از  شامل گونه عمدتاًاند كه  گزارش كرده

و  )15و  13، 10( قارچها،  )25و  12، 11( باسيلوسها
هدف از اين مطالعه . باشد مي )18و  16( اكتينومايستها

ي توليد كننده كراتيناز حاصل از ارگانيسمهاشناسايي ميكرو
  .شدبا بستر مرغداري مي

  روشهامواد و 
 مطالعه، اين انجام جهت: برداري و تهيه سوبسترا نمونه
 صورت تهران استان يمرغداريها بستر از برداري نمونه
 هر مرغداري بستر گرم 10 مقدار برداري نمونه در. گرفت
 به و ريخته استريل يفالكونها در و برداشته منطقه

 ملي اهپژوهشگ آبزيان و دام فناوري زيست آزمايشگاه
 شناسايي براي .شد داده انتقال ژنتيك مهندسي

 كشت محيط به نظر مورد كراتينوليتيك يميكروارگانيسمها
 براي اختصاصي سوبستراي .بود احتياج اختصاصي
 كراتين و  آزوكراتين پر، پودر شامل؛ باكتريها اوليه شناسايي

 ،)كراتين( سوبسترا تهيه جهت پر سازي آماده براي. باشد مي
 تهيه براي و )9( همكاران و Duart يافته تغيير روش زا

و  )25( همكاران و Riffle روش از آزوكراتين و پر پودر
 و همكاران Wawrzkiewiczبراي تهيه كراتين از روش 

 شده زدايي چربي پر گرم 5 روش، اين در. استفاده شد )30(
 داخل در  سولفوكسايد متيل دي تركيب ليتر ميلي 250 با را
 دماي در ساعت 2 مدت به و ريخته ليتري 2 ارلن كي

 جوشانده شيميايي هود زير در سلسيوس درجه 180- 150
 در دور 4000 در شدن خنك از پس حاصل محلول. شد

 رويي محلول و گرديد سانتريفيوژ دقيقه 20 مدت به دقيقه
 مجاور سرد استون ليتر ميلي 500 با رويي محلول. شد جدا

 يخچال در ساعت دو مدت به نمونه سپس. گرديد
 فوق مخلوط .كند رسوب خوبي به كراتين تا شد نگهداري

 و شد سانتريفيوژ 20000 دور با دقيقه 30 مدت به ادامه در
 بافر به وسيله مرتبه چندين) كراتين( حاصل رسوب
 با را حاصل رسوب. شد داده شستشو مولار 1/0 فسفات
 پودر نهايت در و هكرد خشك كاملاً دراير فريز از استفاده
 حاوي كشت محيط تهيه جهت آمده به دست كراتين

  . شد نگهداري اتاق دماي در سوبسترا

 هاي نمونه سازي آماده از پس: ها سويه اوليه جداسازي
 سوبستراي تهيه وآنها  كردن مخلوط و شده آوري جمع

 صورت به را ها نمونه از كدام هر از گرم 1 مقدارلازم، 
 حل) pH  5/7( نرمال  سالين بافر ليتر ميلي 10 در جداگانه

 را آن از درصد ده مقدار اوليه، شدن حل از پس و كرده
 دو روي بر ي مختلفرقتها با سازي رقيق از پس و برداشته
 پتاسيم دي درصد 04/0( پر پودر حاوي جامد كشت محيط

 03/0 كلريد، سديم و كلريد آمونيوم درصد 05/0 فسفات،
 و منيزيم كلريد درصد 01/0 فسفات، ممونوپتاسي درصد
 )آگار- درصد آگار 5/1درصد پودر پر و  1 مخمر، عصاره

درصد  1/0درصد گلوكز،  1/0( ميلك آگار و اسكيم )20(
درصد عصاره  5/0درصد پپتون، 2/0پتاسيم فسفات،  دي

 MgSo4.7H2O( ،5/0(درصد منيزيم سولفات  02/0مخمر، 
كشت  )آگار- صد آگاردر 5/1درصد پودر اسكيم ميلك و 

. انكوبه شدنددرجه سانتي گراد  37و در دماي  داده شد
 از ها، سويه ساير از كراتينوليتيك هاي سويه تفكيك براي
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. شد استفادهو كراتين  آزوكراتين حاوي جامد كشت محيط
  محيط روي بر اوليه كشت در كه ييكلنيها مرحله اين در

 بودند كرده يجادا هاله خود اطراف درميلك  اسكيم كشت
 به آزوكراتين رنگي سوبستراي جامد كشت محيط روي بر

محيط كشت حاوي ( شدند داده كشت اي نقطه صورت
باشد با اين  آزوكراتين مشابه محيط كشت حاوي كراتين مي

تفاوت كه در اين محيط از سوبستراي رنگي آزوكراتين به 
 كه ييهاباكتري مرحله اين در. )شود جاي كراتين استفاده مي

 در شفاف هاله ايجاد با هستند دارا را كراتينوليتيكي فعاليت
سپس بر روي محيط كشت حاوي  و شناسايي خود، اطراف
 درصد 05/0 فسفات، پتاسيم دي درصد 04/0( كراتين
 مونوپتاسيم درصد 03/0 كلريد، سديم و كلريد آمونيوم
 1 ،مخمر عصاره و منيزيم كلريد درصد 01/0 فسفات،
كشت داده شدند و  )آگار- درصد آگار 5/1و  كراتيندرصد 

 بر كلنيها. انكوبه شدندگراد  سانتي درجه 37در دماي 
 ايجاد براي نياز مورد كمتر زمان مدت و هاله قطر اساس
   .شدند كدگذاري و جداسازي هاله،

 بر شده خالص هاي نمونه از كدام هر: ها سويه شناسايي
. شدآنها  شناسايي به داماق و كدگذاري جداگانه پليت روي

صورت مورفولوژيكي، بيوشيميايي و  سه به شناسايي
ي؛ تستهاشناسايي بيوشيميايي در . مولكولي صورت گرفت

كاتالاز، كازئيناز، ژلاتيناز، لسيتيناز، هموليز، سلولاز، آميلاز، 
بيوتيك،  لياز، بيوفيلم، مقاومت به آنتي آز، سيترات اوره

  . نجام شدا TSIاكسيدوردوكتاز و 

 DNA استخراج: PCRو انجام واكنش  DNAاستخراج 
 و )DNA )Peqlab تخليص كيت از استفاده با ژنومي
  آغازگرهاي از .پذيرفت انجام آن دستورالعمل مطابق
-16S rRNA ))27F5′ ژن از شده طراحي  عمومي

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′(  و
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′)  -′1492R 5(( 

 مستر. شد استفاده پليمراز اي زنجيره واكنش نجاما براي
 يتيوپها به صورت آناليز اين در استفاده مورد ميكس

 اضافه با كه شد گرفته به كار Bioneer شركت از ليوفليزه
 و فوروارد آغازگرهاي از كدام هر از ميكروليتر 5/0 كردن

 DNA از ميكروليتر 1 و پيكومول 10 غلظت با ريورس
 18 با ،)نانوگرم بر ميكروليتر 300با غلظت ( هاستخراج شد

به . رسيد  ميكروليتر 20 حجم به تزريقي آب ميكروليتر
تعيين توالي قطعه مورد نظر، محصول حاصل از  منظور
PCR هر يك از آغازگرهاي فوروارد و ريورس  به همراه

فناوران، تهران ارسال  پيكومول به شركت ژن 10با غلظت 
  . شد

جهت گرفتن تك  :وحشي سويه از كراتيناز آنزيم توليد
كلني از استوك باكتري جداسازي شده، بر روي محيط 

ساعت در  24جامد، كشت داده شد و به مدت  LBكشت 
ي كلنيهااز تك . انكوبه شدگراد  سانتي درجه 37دماي 

حاصل از كشت، يك تك كلون را با استفاده از  رشد يافته
مايع در دماي  LBليتر  يليم 10فلزي برداشته و درون لوپ 

از . شبانه كشت داده شد به صورتگراد  سانتي درجه 37
ليتر  ميلي 100ليتر به  ميلي 1كشت مايع باكتري به مقدار 

درصد پر مرغ خرد شده  2حاوي  FBمحيط كشت 
كشت داده شد و به مدت يك هفته ) سانتيمتر 1- 2قطعات (

باتور با دور در داخل انكوگراد  سانتي درجه 37در دماي 
rpm180 پس از طي مدت زمان . گرماگذاري شد

انكوباسيون، محيط كشت ابتدا با استفاده از كاغذ صافي 
فيلتر شد و سپس با استفاده از سانتريفيوژ با دور 

rpm10000  مايع رويي . دقيقه رسوب داده شد 20به مدت
به عنوان آنزيم خام براي بررسي فعاليت كراتيناز در دماي 

  ).28( نگهداري شدگراد  سانتي رجهد 4

براي بررسي  :بررسي فعاليت كراتيناز سويه وحشي
فعاليت آنزيم كراتيناز حاصل از سويه وحشي از روش 

، )14( و همكاران )Govarthanan( تغيير يافته گوارتانان
گرم  ميلي 10در اين روش مقدار . استفاده شد

 50هيدروكلرايد  ليتر بافر تريس ميلي 1در ) سوبسترا(كراتين
به محلول . مولار به حالت سوسپانسيون درآمد ميلي
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ميكروليتر آنزيم خام اضافه شد و  500سوسپانسيون مقدار 
درون گراد  سانتي درجه 37ساعت در دماي  1به مدت 

پس از طي . قرار گرفت rpm180شيكرانكوباتور با دور 
به  درصد TCA 15ليتر  ميلي 1مدت زمان فوق مقدار 

لول فوق اضافه شد و به مدت نيم ساعت درون يخ قرار مح
نيز همين شرايط برقرار ) بلانك( براي نمونه كنترل. گرفت

از همان ابتدا همزمان  درصد TCA 15شد با اين تفاوت كه 
سپس هم نمونه اصلي و . با اضافه كردن آنزيم، اضافه شد

و به مدت ده دقيقه در  g10000هم نمونه بلانك با دور 
ها  جذب نمونه. سانتريفيوژ شدگراد  سانتي درجه 4اي دم

  .نانومتر قرائت شد 280در طول موج 

حاصل   توالي: آناليز فيلوژني و رسم درخت فيلوژنتيكي
ويرايش  Chromasيابي ابتدا با استفاده از نرم افزار  از توالي

با استفاده از ابزار  FASTAشده و پس از تبديل به فرمت 
BLAST اي  ر پايگاه اطلاعات دادهموجود دNCBI  به
ي ثبت شده در اين تواليهاتعيين شباهت با ساير  منظور

افزار  سپس با استفاده از نرم. پايگاه مورد بررسي قرار گرفت
MEGA5.1  همرديف شده و آناليز فيلوژني و رسم درخت

در رسم درخت . )17( صورت گرفتفيلوژنتيك 
به و  Neighbor-joining phylogenyفيلوژنتيكي از روش 

آناليز بررسي قابل اطمينان وابستگي سويه ها،  منظور
Bootstrapping ) گرفته شد به كار )تكرار 1000با.  

  نتايج
 با كلني 10 تعداد انكوباسيون، زمان مدت طي از پس

 حاوي يپليتها روي بر متفاوت مورفولوژيكي يويژگيها
 در پر پودر حاوي كشت محيط و آگار ميلك اسكيم
 اين از كدام هر سپس. شد جداسازي هشتم تا سوم يرقتها
 روي بر جداگانه به صورت بهتر سازي خالص براي كلنيها
در  .شد داده كشت مجدد آگار ميلك اسكيم كشت محيط

با ايجاد هاله در اطراف خود بر روي  كلنيهااين مرحله 
ميلك نشان دادند كه خاصيت كازئينازي را  محيط اسكيم

براي  جداسازي شدند و كلنيهادر نتيجه اين  .باشند دارا مي

اختصاصي آزوكراتين كشت بر روي محيط  نهاييتفكيك 
، Kr1 ،Kr2با اسامي (كلني  4در اين مرحله . داده شدند

Kr3  وKr4 ( در اطراف خود كلني شناسايي شده  10از
كه نشان از فعاليت كراتينوليتيكي اين  دهاله ايجاد كردن

  ). 1 شكل(باشد  ها مي سويه

  
 روي بر شده داده كشت كلنيهاي اطراف در شفاف هاله ايجاد -1 شكل

   .آزوكراتين حاوي كشت محيط

پس از تهيه سوبستراي كراتين و محيط كشت حاوي اين 
هركدام براي تعيين فعاليت بيشتر  ،كلني موجود 4سوبسترا، 

 درجه 37بر روي اين محيط كشت داده شدند و در دماي 
بر اساس  كلنيهادر اين مرحله . انكوبه شدندگراد  يسانت

 Kr1 قطر هاله از نظر فعاليت بيشتر مشخص شدند كه كلني
ساعت انكوباسيون بود و  24داراي بيشترين فعاليت پس از 

   ).2 شكل(دارا بود  كلنيهابيشترين قطر هاله را در بين ساير 
  

  
 روي بر شده هداد كشت كلني اطراف در شفاف هاله ايجاد -2 شكل
  ).باشد مي Kr2 سويه به مربوط تصوير(كراتين حاوي كشت محيط
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 به صورت Kr1پس از شناسايي مورفولوژيكي سويه 
نتايج بررسي بيوشيميايي  .كوكسي گرم مثبت ديده شد

 اگر TSIدر آناليز . آورده شده است 1در جدول  Kr1سويه 
 يك باكتري باشد، قرمز لوله، سطح هم و عمق هم
هم در  Kr1 سويه باشد در اين بررسي، مي كننده  تخميرغير

قرمز ) كل محيط كشت داخل لوله(عمق و هم در سطح 
   .بود

آناليز مورفولوژيكي و بيوشيميايي سويه  -1جدول 
Staphylococcus lentus SLKr1  

  
 عدم معني به) -( علامت و باكتري فعاليت معني به(+)  علامت*

  .باشد مي باكتري فعاليت

در شرايط هضم  Kr1هضم ميكروبي پر با استفاده از سويه 
گذاري  انكوبه rpm180و گراد  سانتي درجه 37با دماي 

اما . ساعت هضم پر انجام شد 48نشان داد كه در كمتر از 
گذاري به مدت يك هفته ادامه  هضم كامل، انكوبه به منظور
 از حاصل كراتيناز آنزيم اليتفع بررسي براي. پيدا كرد

 )Govarthanan(گوارتانان  يافته تغيير روش از Kr1 سويه
 بر تكرار سه با آزمايش اين. شد استفاده ،)14( همكاران و

 كه شد انجام وحشي سويه از حاصل كراتيناز آنزيم روي
. شد قرائت نانومتر 280 موج طول در ها نمونه جذب آن در

 كراتيناز آنزيم فعاليت كه، داد نشان آزمايش اين نتيجه
به  نانومتر، 280 موج طول در وحشي اين سويه از حاصل
  .باشد مي 56/0 با برابر متوسط طور

استخراج انجام شد و  كيت از استفاده با DNA استخراج
 بر نانوگرم 300 غلظت با DNA ميكروليتر 50 مقدار

 )3  شكل( شكل در كه همانطور. گرديد حاصل ميكروليتر
 باند تك ،1-4 شماره يچاهكها در گردد، مي مشاهده
 شده تكثير ژن به مربوط بالا، وضوح با و خالص

16S rRNA باشد جفت باز مي 1500 اندازه با.  

  

 
به ترتيب  PCR محصول) 4-1 چاهكهاي ،1kb مولكولي اندازه نشانگر) PCR . M روش  به تكثيرشده 16S rRNA ژن الكتروفورز -3شكل 

  .)16S rRNAتكثير ژن( Kr1- Kr4هاي  به سويه مربوط

bp ١۵٠٠  
bp ٢٠٠٠  

bp ١۵٠٠  
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 تعيين اي پليمراز جهت محصول حاصل از واكنش زنجيره
 تطابق توالي. شد ارسال فناوران ژن شركت به توالي

 16S rRNA  تكثير شده سويهKr1  يتواليهابا ساير 

 16S rRNA  موجود در بانك ژنيNCBI  نشان داد كه
سويه  استافيلوكوكوسس جنباكتري مورد نظر متعلق به 

 استافيلوكوكوس لنتوسباكتري  سويه. باشد مي لنتوس
SLKr1  با شمارهLN999936.1 )Staphylococcus lentus 

SLKr1 ( در بانك اطلاعاتيNCBI درخت رسم. ثبت شد 
 در. گرفت انجام MEGA 5 افزار نرم از استفاده با فيلوژنيك

 همچنين و Clustal W از استفاده با توالي همرديفي واقع
 neighbor-joining روش از تكاملي درخت رسم براي

 بوت روش از .شد استفاده MEGA 5افزار  نرم در موجود
 شده ترسيم درخت ارزيابي تكرار براي 1000با  استرپ
  .)4 شكل( شد استفاده

  
 NCBIو ساير تواليهاي موجود در بانك ژني  SLKr1باكتري استافيلوكوكوس لنتوس  16S rRNAدرخت فيلوژنتيكي بر اساس توالي ژن  -4شكل 

 Bootstrap (1000و با  neighbor-joiningرسم اين درخت بر اساس الگوريتم . باشد ها مي كه نشان دهنده موقعيت اين سويه در ميان ساير سويه

replication) باشد مي.  

 از استفاده با فيلوژني يدرختها آماري آزمون يك روش اين
در  .است اوليه هاي داده از متعدد برداريهاي هنمون روش
 درخت يك گره كنار در عدد صورت به آزمون، نتايج اين

 هر كه است دفعاتي درصد واقع در كه شود مي داده نشان
 آزمون اين توسط مختلف برداري نمونه در مشخص شاخه

  .شود مي تشكيل آن از حاصل يدرختها و

  بحث
 اين. باشند مي طبيعت در وتئوليتيكپر يآنزيمها از كراتيناز
 قرار ناشناخته مكانيسم با پروتئينازهاي دسته در آنزيم
 المللي بين اتحاديه نامگذاري كميته توسط كه اند گرفته

. شود مي شناخته )8( (3.4.99.11) نامبر EC با بيوشيمي
 برده نام پروتئاز سرين يك عنوان به كراتيناز از اخيراً

 پروتئاز با مشابه آن توالي از درصد 97 كه چرا شود مي
 مهار پروتئازي سرين هاي كننده مهار توسط و بوده قليايي

 در سرين پروتئاز يك به صورت اوقات، گاهي و. شود مي
 يافت متالوپروتئاز يك و سيستئين پروتئاز يك با تركيب
  ).29( است شده

 توليد سوبسترا، عنوان به كراتين حضور در تنها كراتيناز
 هدف مورد را سولفيدي دي پيوندهاي عمدتاً كه. شود مي
 كراتيناز توليد بر مبني زيادي يگزارشها. دهد مي قرار

 آنزيم اين. دارد وجود مختلف يميكروارگانيسمها توسط
 و قليايي pH در باكتريها و استرپتومايسس ،قارچها توسط
در مطالعه حاضر  .)23( شوند مي توليد بالا حرارت درجه

كننده كراتين موجود  ي تجزيهارگانيسمهابررسي ميكروبه 
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در بستر مرغداري پرداخته شد كه در نتيجه كشت 
جدا شده بر روي محيط كشت حاوي  يباكتريهااختصاصي 

. باكتريايي مجزا شد ، تعداد چهار سويه)پر مرغ(كراتين 
ي حفاظت شده و بخشهاداراي  16S rRNAتوالي ژن 

از اطلاعات مربوط به اين  باشد كه غيرحفاظت شده مي
 شود هاي باكتريايي استفاده مي براي شناسايي گونه بخشها

ي بررسيهاتفكيك شده پس از هاي  در بين سويه ).1(
اي كه بيشترين فعاليت  بيوشيميايي و مولكولي، سويه

شناسايي  استافيلوكوكوس لنتوسكراتينوليتيكي را دارا بود، 
 استافيلوكوكوسويه اين سويه به عنوان اولين س. شد
در كنون فعاليت كراتينوليتيكي بوده و تا باشد كه داراي مي

  . گزارش نشده است NCBIاي  پايگاه اطلاعات داده

 جداسازي، مطالعه به محققين از گروهي ،2012 سال در
 پر كننده تجزيه يباكتريها خصوصيات بررسي و شناسايي
 تجزيه سئولم كه ييباكتريها منظور، اين براي. پرداختند
 مرفولوژيكي، خصوصيات لحاظ از بودند كراتين

 نتايج. شدند شناسايي و بررسي كشت، محيط و بيوشيميايي
 را موجود يباكتريها بيوشيميايي، و موروفولوژي مطالعات

 وربلسكا .)4( كردند معرفي باسيلوسها جزء
)Wróblewska ( به بررسي  2011و همكاران در سال

هاي كوآگولاز منفي  سويه فعاليت آميلوليتيكي
استافيلوكوكوس پرداختند كه در نتايج خود گزارش كردند 

سويه داراي فعاليت آميلوليتكي بوده و  23سويه،  30از بين 
اين . )31( سويه باقي مانده اين فعاليت را دارا نيستند 7

 اين مطالعه مطابقت داشت چرا كه در اين نتايج با نتايج
استافيلوكوكوس كه سويه  ه شدرسيدمطالعه به اين نتيجه 

طبق . باشد فاقد فعاليت آميلوليتيكي مي SLKr1 لنتوس
گزارش استانداردهاي انگلستان جهت تحقيقات 

داراي  استافيلوكوكوس اپيدرميسميكروبيولوژي، سويه 
باشد و اين سويه فاقد  آز مثبت مي فعاليت كاتالاز و اوره

قادر به رشد در ين فعاليت ژلاتين هيدرولاز بوده و همچن
مطالعه  اين اين نتايج با نتايج. )5( باشد شرايط هوازي مي

فاقد فعاليت  SLKr1 استافيلوكوكوس لنتوسكه سويه 

آزي  ژلاتين هيدروليز بوده و داراي فعاليت كاتالاز و اوره
  .كامل مطابقت دارد به صورتباشد،  مي

 ازي،جداس به 2013 سال در همكاران و )Saibabu(بو باساي
 از حاصل كراتيناز يويژگيها تعيين و سازي خالص

B. megaterium از باكتريها مطالعه، اين در. پرداختند 
 طيور پرورش مزارع دفعي ضايعات حاوي يخاكها
 روي بر شده استخراج هاي باكتر اين. شدند آوري جمع
 و شدند داده كشت كراتين حاوي آگار كشت محيط
 توليد عنوان به را محيط اين بر يافته رشد يكلنيها
 يآزمايشها اساس بر. كردند شناسايي آنزيم هاي كننده

 از شده ايزوله يباكتريها ميكروسكوپي، و بيوشيميايي
 تاكنون .)26( بودند megaterium باسيلوس خانواده
 ارائه پر تجزيه در استافيلوكوكوس فعاليت بر مبني گزارشي

 سويه بار اولين ايبر مطالعه اين در بنابراين. است نشده
 فعاليت با سويه يك عنوان به لنتوس استافيلوكوكوس
 Brandelli( ريفل و براندلي .شود مي گزارش كراتينوليتيكي

and Riffel( )2005(، توسط را سلولي خارج كراتيناز توليد 
Chryseobacteriom sp .شدت .دادند قرار بررسي مورد 

 درجه 25- 37 دمايي دامنه در اين مطالعه در آنزيم تجزيه
 ماكسيمم كه آمد به دست 6-8 هايpH و گراد سانتي
 و 6 بين pH و گراد سانتي درجه 30 دماي در آنزيم فعاليت

 اين باشد كه در اين در صورتي مي .)7( شد مشاهده 7
داراي بيشترين فعاليت  استافيلوكوكوس لنتوسمطالعه، 

. بود pH 5/7و گراد  سانتي درجه 37كراتينازي در دماي 
يي ارگانيسمهاامروزه محققين در پي توليد و پرورش ميكرو

باعث توليد آنزيم كمتر  هستند كه با سرعت بيشتر و هزينه
اي نزديك  رود كه در آينده بنابراين انتظار مي. شوند مي

هايي مانند قند، اتانول و ديگر  شاهد توليد فرآورده
غذهاي هاي مواد غذايي، كا محصولات تخميري از زباله
  ).2( مي تون بردباطله و پسماندهاي كشاورزي 

  گيري نتيجه

  فرآيندهاي  توسعه  در زيادي اهميت از ميكروبي يآنزيمها
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 ميكروبي يآنزيمها حياتي نقش .باشند مي برخوردار زيستي
 در آنها از استفاده به منجر متابوليك، كاتاليزور عنوان به

بنابراين  .است شده مختلف كاربردي هاي برنامه و صنايع
ي تجزيه كننده كراتين به عنوان باكتريهااستفاده از 

تواند نقش عظيمي در استفاده از  ي كراتينوليتيك ميباكتريها
مورد استفاده در تغذيه ) پر(پروتئين غيرقابل هضم كراتين 

بنابراين باكتري شناسايي شده در اين . طيور داشته باشد
 توليد باكتري يك SLKr1 لنتوس استافيلوكوكوسمطالعه، 

 كه باشد مي بالا كراتينوليتيكي قابليت با كراتيناز كننده
سازي،  صنايع مختلف مانند صنعت چرم در استفاده قابليت

بر اساس مطالعات  .دارد راها  صنعت خوراك دام و شوينده

انجام شده، تاكنون هيچ گزارشي مبني بر فعاليت 
اي  يگاه اطلاعات دادهدر پا استافيلوكوكوس كراتينولايتيكي

)NCBI (بنابراين در اين مطالعه براي . ارائه نشده است
بار اين سويه باكتريايي به عنوان يك سويه توليد كننده  اولين

  .شود آنزيم كراتيناز معرفي مي

  قدرداني تشكر و

نويسندگان اين مقاله از تمامي كساني كه در فراهم نمودن 
ال تشكر و قدرداني را شرايط اين پروژه ياري كردند كم
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 Abstract 

Feathers, a largely wastes produced in poultry industries represents a rich insoluble 
protein resource containing over 90% keratins. The aim of this study was to analyze and 
characterize the diversity of keratinase producing bacteria in broiler chicken litter 
house. A total of 10 gram samples were cultured in skim milk agar. The isolates were 
cultured on keratine and Azokeratin agar medium using keratin as the sole source of 
carbon to isolate keratinolytic microbes. The colonies with high feather hydrolyzing 
ability were subjected to identification by microscopic observation, biochemical 
characterization and molecular analysis. The results showed that among a total of 10 
bacterial strains obtained from skim milk agar plates with proteolytic activity, only four 
bacteria were capable of degrading keratin. According to the biochemical and 
morphological characters, the isolated strain was grouped under the genus of Coccus 
(Staphylococcus). Based on 16S rRNA typing and phylogenetic analysis this strain was 
identified as Staphylococcus lentus SLKr1 and according to diameter clear zone on 
keratin agar medium, exhibited higher level of keratinolytic activity among other 
isolated strains. Staphylococcus lentus SLKr1 as a new keratinase producing bacteria 
also possessed high caseinase activity but was negative in amylase, lecithinase, cellulase 
and gelatinase production. Taken together, these results suggest Staphylococcus lentus 
SLKr1, a new keratinase producing bacteria with high keratinolytic activities which 
have the potential use in industrial biotechnology. 
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