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 کننده تولید جدید سویه یک عنوان به SLKr1 لنتوس استافیلوکوکوس باکتری شناسایی

 کراتیناز آنزیم

 2ایکارخانه اصغرعلی و 1نصیریبیگی محمدتقی ،2آراشمس مهدی ،1فیاضی ، جمال*2پورمیمندی ، امیر1نهالسمیه رحیم

  خوزستان رامین طبیعی منابع و کشاورزی دانشگاهخوزستان،  1

  فناوری زیست و ژنتیک مهندسی و ملی پژوهشگاههران، ت 2

 25/6/96 تاریخ پذیرش: 25/2/96 تاریخ دریافت:

 چکیده

درصد ساختار آن از پروتئين غير محلول  90شود و می توليد زیادی ميزان به که باشدمی طيور صنعت فرعی محصولات از پر

ی توليد کننده کراتيناز حاصل از بستر باکتریهاتعيين خصوصيت کراتين تشکيل شده است. هدف از این مطالعه آناليز و 

 به منظورميلک آگار کشت داده شد.  سکيمبر روی محيط کشت ا مرغداری بستر گرم 10 باشد. مقدارهای گوشتی میجوجه

ن به عنوان تنها ی جداسازی شده، بر روی محيط کشت جامد حاوی آزوکراتين و کراتيکلنيهای کراتينوليتيک، کلنيهاجداسازی 

ی ميکروسکوپی، بيوشيميایی و روشهای با قابليت هيدروليز پر انتخاب شده و با استفاده از کلنيهامنبع کراتين کشت داده شدند. 

آمد که از این  به دستسویه باکتریایی با فعاليت پروتئوليتيکی  10مولکولی شناسایی شدند. در نتایج حاصل از این مطالعه تعداد 

باکتری توانایی تجزیه کراتين را دارا بودند. طبق نتایج مورفولوژیکی و بيوشيميایی سویه با بيشترین فعاليت  4تنها تعداد 

و آناليز فيلوژنی، این سویه  16S rRNAبندی شد. بر اساس تکثير ژن ( طبقهاستافيلوکوکوس) کوکوسکراتينوليتيکی، زیر گروه 

د که با توجه به قطر هاله ایجاد شده بر روی محيط جامد حاوی کراتين، شناسایی ش SLKr1 استافيلوکوکوس لنتوس

 SLKr1 استافيلوکوکوس لنتوسها، بيشترین فعاليت کراتينوليتيکی را دارا بود. در بين سایر سویه SLKr1 استافيلوکوکوس لنتوس

ایی توليد آميلاز، لسيتيناز، سلولاز و ژلاتيناز را باشد که توانبه عنوان یک سویه جدید کراتينوليتيک با قابليت بالای کازئيناز می 

یک باکتری توليد کننده کراتيناز با  SLKr1 استافيلوکوکوس لنتوسدهد که باکتری ندارد. نتيجه گيری کلی از این تحقيق نشان می

 باشد که قابليت استفاده در صنعت بيوتکنولوژی را دارد. قابليت کراتينوليتيکی بالا می

 .غربالگری کراتيناز، باکتری، ،لنتوس استافيلوکوکوس :کلیدی هایواژه

 meimandi@nigeb.ac.ir، پست الکترونيکی: 0935455002: تلفن مسئول، نویسنده* 

 مقدمه

 باعث آب با همراه که باشدمی واکنش یک هيدروليز

 مرغ پر. شودمی مونومر به پليمر یمولکولها شکستن

 به تواندمی که است بلند پليمریک مولکول یک( کراتين)

 پر .(22) دشو شکسته کوچک پپتيدهای و آمينه اسيدهای

 هضم قابل نشخوارکننده غير حيوانات توسط نشده فرآوری

 از زیادی بسيار مقدار حاوی که چرا نيست استفاده و

 که. (22) باشدمی( درصد 90 از بيش) کراتين پروتئين

 سوی از و. هست سيستئين سولفيدیدی باندهای دارای

 یآلودگيها خطر معرض در نشده فرآوری پر دیگر

 طيور ضایعات از حاصل پاتوژن .(20) باشدمی پاتوژنيک

 تحت پر اگر اما, شود منتشر دام خوراک در است ممکن

 جهت کراتيناز آنزیم از استفاده) بيولوژیکی تيمار پيش

 در .(20) شودمی پاتوژن شيوع مانع گيرد قرار( پر تجزیه

 بخار فشار و قليایی هيدروليز از پر تجزیه برای بتداا



 1398، 1، شماره 32لد ج                                                مجله پژوهشهای سلولی و مولکولی)مجله زیست شناسی ایران(                           

45 

 آمينه اسيدهای تخریب باعث روش این که شدمی استفاده

 همچنين و شده هيستيدین و ليزین, متيونين مثل ضروری

 لحاظ از هيدروليز این نتيجه و بود بر هزینه بسيار روشی

 در بنابراین .(21 و 3) بود پایين ارزش دارای مغذی مواد

 از استفاده محدودیت این بر غلبه جهت اخير یالهاس

 پيدا رواج پر غذایی ارزش بهبود جهت ميکروبی یآنزیمها

 توسط شده ترشح کراتيناز به وسيله تواندمی کراتين. کرد

 به را کراتين طبيعی به طور که ميکروارگانيسمها از بعضی

 استفاده قابل نهایت در و جذب قابل و کوچکتر یمولکولها

 تبدیل ،باکتریها رشد برای غذایی منبع یک عنوان هب

 یگزارشها اخير، یسالها در. (6) شود تجزیه کنند،می

 یميکروارگانيسمها از کراتيناز سازی خالص بر مبنی زیادی

مطالعات زیادی  .(27 و19،24) است شده ارائه مختلف

ی تجزیه کننده پر را از منابع مختلف خاک، باکتریها

باقيمانده مو، پوست و پشم حيوانات  ضایعات طيور،

های مختلفی از شامل گونه عمدتاًاند که گزارش کرده

و  (15و  13، 10) قارچها،  (25و  12، 11) باسيلوسها

هدف از این مطالعه باشد. می (18و  16) اکتينومایستها

ی توليد کننده کراتيناز حاصل از ارگانيسمهاشناسایی ميکرو

 د.باشبستر مرغداری می

 روشهامواد و 

 مطالعه، این انجام جهت: برداری و تهیه سوبسترانمونه

 صورت تهران استان یمرغداریها بستر از بردارینمونه

 هر مرغداری بستر گرم 10 مقدار برداری نمونه در. گرفت

 به و ریخته استریل یفالکونها در و برداشته منطقه

 ملی هپژوهشگا آبزیان و دام فناوری زیست آزمایشگاه

 شناسایی برای .شد داده انتقال ژنتيک مهندسی

 کشت محيط به نظر مورد کراتينوليتيک یميکروارگانيسمها

 برای اختصاصی سوبسترای .بود احتياج اختصاصی

 کراتين و  آزوکراتين پر، پودر شامل؛ باکتریها اوليه شناسایی

 ،(کراتين) سوبسترا تهيه جهت پر سازیآماده باشد. برایمی

 تهيه برای و (9) همکاران و Duart یافته تغيير روش از

و  (25) همکاران و Riffle روش از آزوکراتين و پر پودر

 و همکاران Wawrzkiewiczبرای تهيه کراتين از روش 

 شده زداییچربی پر گرم 5 روش، این در. استفاده شد (30)

 داخل در  سولفوکساید متيل دی ترکيب ليتر ميلی 250 با را

 دمای در ساعت 2 مدت به و ریخته ليتری 2 ارلن یک

 جوشانده شيميایی هود زیر در سلسيوس درجه 150-180

 در دور 4000 در شدن خنک از پس حاصل محلول. شد

 رویی محلول و گردید سانتریفيوژ دقيقه 20 مدت به دقيقه

 مجاور سرد استون ليتر ميلی 500 با رویی محلول. شد جدا

 یخچال در ساعت دو مدت به نمونه سپس. گردید

 فوق مخلوط .کند رسوب خوبی به کراتين تا شد نگهداری

 و شد سانتریفيوژ 20000 دور با دقيقه 30 مدت به ادامه در

 بافر به وسيله مرتبه چندین( کراتين) حاصل رسوب

 با را حاصل رسوب. شد داده شستشو مولار 1/0 فسفات

 پودر نهایت در و کرده خشک کاملاً درایر فریز از استفاده

 حاوی کشت محيط تهيه جهت آمده به دست کراتين

 . شد نگهداری اتاق دمای در سوبسترا

 هاینمونه سازی آماده از پس: هاسویه اولیه جداسازی

 سوبسترای تهيه وآنها  کردن مخلوط و شده آوری جمع

 صورت به را هانمونه از کدام هر از گرم 1 مقدارلازم، 

 حل( pH  5/7) نرمال  سالين بافر ليتر ميلی 10 در جداگانه

 را آن از درصد ده مقدار اوليه، شدن حل از پس و کرده

 دو روی بر ی مختلفرقتها با سازی رقيق از پس و برداشته

 پتاسيمدی درصد 04/0) پر پودر حاوی جامد کشت محيط

 03/0 کلرید، سدیم و کلرید آمونيوم درصد 05/0 فسفات،

 و منيزیم کلرید درصد 01/0 فسفات، مونوپتاسيم درصد

 (آگار-درصد آگار 5/1درصد پودر پر و  1 مخمر، عصاره

درصد  1/0درصد گلوکز،  1/0) ميلک آگارو اسکيم (20)

درصد عصاره  5/0درصد پپتون، 2/0پتاسيم فسفات، دی

 5/0(، O2H.74MgSoدرصد منيزیم سولفات ) 02/0مخمر، 

کشت  آگار(-د آگاردرص 5/1درصد پودر اسکيم ميلک و 

. انکوبه شدنددرجه سانتی گراد  37و در دمای  داده شد

 از ها،سویه سایر از کراتينوليتيک هایسویه تفکيک برای



 1398، 1، شماره 32لد ج                                                مجله پژوهشهای سلولی و مولکولی)مجله زیست شناسی ایران(                           

46 

. شد استفادهو کراتين  آزوکراتين حاوی جامد کشت محيط

 محيط روی بر اوليه کشت در که ییکلنيها مرحله این در

 بودند کرده جادای هاله خود اطراف درميلک  اسکيم کشت

 به آزوکراتين رنگی سوبسترای جامد کشت محيط روی بر

)محيط کشت حاوی  شدند داده کشت اینقطه صورت

باشد با این آزوکراتين مشابه محيط کشت حاوی کراتين می

تفاوت که در این محيط از سوبسترای رنگی آزوکراتين به 

 که ییاباکتریه مرحله این در. شود(جای کراتين استفاده می

 در شفاف هاله ایجاد با هستند دارا را کراتينوليتيکی فعاليت

سپس بر روی محيط کشت حاوی  و شناسایی خود، اطراف

 درصد 05/0 فسفات، پتاسيمدی درصد 04/0) کراتين

 مونوپتاسيم درصد 03/0 کلرید، سدیم و کلرید آمونيوم

 1 ،مخمر عصاره و منيزیم کلرید درصد 01/0 فسفات،

کشت داده شدند و  (آگار-درصد آگار 5/1و  راتيندرصد ک

 بر کلنيهاانکوبه شدند. گراد  سانتی درجه 37در دمای 

 ایجاد برای نياز مورد کمتر زمان مدت و هاله قطر اساس

  .شدند کدگذاری و جداسازی هاله،

 بر شده خالص هاینمونه از کدام هر: هاسویه شناسایی

شد. آنها  شناسایی به اماقد و کدگذاری جداگانه پليت روی

صورت مورفولوژیکی، بيوشيميایی و  سه به شناسایی

ی؛ تستهاشناسایی بيوشيميایی مولکولی صورت گرفت. در 

کاتالاز، کازئيناز، ژلاتيناز، لسيتيناز، هموليز، سلولاز، آميلاز، 

بيوتيک، لياز، بيوفيلم، مقاومت به آنتیآز، سيتراتاوره

 جام شد. ان TSIاکسيدوردوکتاز و 

 DNA استخراج: PCRو انجام واکنش  DNAاستخراج 

 و DNA (Peqlab) تخليص کيت از استفاده با ژنومی

  آغازگرهای از .پذیرفت انجام آن دستورالعمل مطابق

-16S rRNA ((27F5′ ژن از شده طراحی  عمومی

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)  و

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′) -′1492R 5)) 

 مستر. شد استفاده پليمراز ایزنجيره واکنش جامان برای

 یتيوپها به صورت آناليز این در استفاده مورد ميکس

 اضافه با که شد گرفته به کار Bioneer شرکت از ليوفليزه

 و فوروارد آغازگرهای از کدام هر از ميکروليتر 5/0 کردن

 DNA از ميکروليتر 1 و پيکومول 10 غلظت با ریورس

 18 با ،نانوگرم بر ميکروليتر( 300)با غلظت  استخراج شده

به . رسيد ميکروليتر 20 حجم به تزریقی آب ميکروليتر

تعيين توالی قطعه مورد نظر، محصول حاصل از  منظور

PCR هر یک از آغازگرهای فوروارد و ریورس با  به همراه

فناوران، تهران ارسال پيکومول به شرکت ژن 10غلظت 

 شد. 

جهت گرفتن تک  وحشی: سویه از کراتیناز آنزیم تولید

کلنی از استوک باکتری جداسازی شده، بر روی محيط 

ساعت در  24جامد، کشت داده شد و به مدت  LBکشت 

ی کلنيهاانکوبه شد. از تک گراد  سانتی درجه 37دمای 

حاصل از کشت، یک تک کلون را با استفاده از  رشد یافته

مایع در دمای  LBليتر لیمي 10فلزی برداشته و درون لوپ 

شبانه کشت داده شد. از  به صورتگراد  سانتی درجه 37

ليتر ميلی 100ليتر به ميلی 1کشت مایع باکتری به مقدار 

درصد پر مرغ خرد شده  2حاوی  FBمحيط کشت 

( کشت داده شد و به مدت یک هفته سانتيمتر 1-2)قطعات 

اتور با دور در داخل انکوبگراد  سانتی درجه 37در دمای 

rpm180  گرماگذاری شد. پس از طی مدت زمان

انکوباسيون، محيط کشت ابتدا با استفاده از کاغذ صافی 

فيلتر شد و سپس با استفاده از سانتریفيوژ با دور 

rpm10000  دقيقه رسوب داده شد. مایع رویی  20به مدت

به عنوان آنزیم خام برای بررسی فعاليت کراتيناز در دمای 

 (.28) نگهداری شدگراد  سانتی جهدر 4

برای بررسی  بررسی فعالیت کراتیناز سویه وحشی:

فعاليت آنزیم کراتيناز حاصل از سویه وحشی از روش 

، (14) و همکاران (Govarthanan) تغيير یافته گوارتانان

گرم ميلی 10استفاده شد. در این روش مقدار 

 50هيدروکلراید ليتر بافر تریس ميلی 1کراتين)سوبسترا( در 

مولار به حالت سوسپانسيون درآمد. به محلول ميلی
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ميکروليتر آنزیم خام اضافه شد و  500سوسپانسيون مقدار 

درون گراد  سانتی درجه 37ساعت در دمای  1به مدت 

قرار گرفت. پس از طی  rpm180شيکرانکوباتور با دور 

به  درصد TCA 15ليتر ميلی 1مدت زمان فوق مقدار 

ول فوق اضافه شد و به مدت نيم ساعت درون یخ قرار محل

)بلانک( نيز همين شرایط برقرار  گرفت. برای نمونه کنترل

از همان ابتدا همزمان  درصد TCA 15شد با این تفاوت که 

با اضافه کردن آنزیم، اضافه شد. سپس هم نمونه اصلی و 

و به مدت ده دقيقه در  g10000هم نمونه بلانک با دور 

ها سانتریفيوژ شد. جذب نمونهگراد  سانتی درجه 4ی دما

 نانومتر قرائت شد. 280در طول موج 

حاصل  توالی: آنالیز فیلوژنی و رسم درخت فیلوژنتیکی

ویرایش  Chromasیابی ابتدا با استفاده از نرم افزار از توالی

با استفاده از ابزار  FASTAشده و پس از تبدیل به فرمت 

BLAST ای پایگاه اطلاعات داده موجود درNCBI  به

ی ثبت شده در این تواليهاتعيين شباهت با سایر  منظور

افزار سپس با استفاده از نرمپایگاه مورد بررسی قرار گرفت. 

MEGA5.1  همردیف شده و آناليز فيلوژنی و رسم درخت

. در رسم درخت (17) صورت گرفتفيلوژنتيک 

به و  Neighbor-joining phylogenyفيلوژنتيکی از روش 

آناليز بررسی قابل اطمينان وابستگی سویه ها،  منظور

Bootstrapping  گرفته شد. به کار تکرار( 1000)با 

 نتایج

 با کلنی 10 تعداد انکوباسيون، زمان مدت طی از پس

 حاوی یپليتها روی بر متفاوت مورفولوژیکی یویژگيها

 رد پر پودر حاوی کشت محيط و آگار ميلک اسکيم

 این از کدام هر سپس. شد جداسازی هشتم تا سوم یرقتها

 روی بر جداگانه به صورت بهتر سازیخالص برای کلنيها

در  .شد داده کشت مجدد آگار ميلک اسکيم کشت محيط

با ایجاد هاله در اطراف خود بر روی  کلنيهااین مرحله 

ميلک نشان دادند که خاصيت کازئينازی را محيط اسکيم

برای  جداسازی شدند و کلنيهادر نتيجه این  باشند.دارا می

اختصاصی آزوکراتين کشت بر روی محيط  نهاییتفکيک 

، Kr1 ،Kr2کلنی )با اسامی  4داده شدند. در این مرحله 

Kr3  وKr4 ) در اطراف خود کلنی شناسایی شده  10از

که نشان از فعاليت کراتينوليتيکی این  دهاله ایجاد کردن

 (. 1 شکلاشد )بها میسویه

 

 روی بر شده داده کشت کلنيهای اطراف در شفاف هاله ایجاد -1 شکل

  .آزوکراتين حاوی کشت محيط

پس از تهيه سوبسترای کراتين و محيط کشت حاوی این 

هرکدام برای تعيين فعاليت بيشتر  ،کلنی موجود 4سوبسترا، 

 درجه 37بر روی این محيط کشت داده شدند و در دمای 

بر اساس  کلنيهادر این مرحله انکوبه شدند. گراد  سانتی

 Kr1 قطر هاله از نظر فعاليت بيشتر مشخص شدند که کلنی

ساعت انکوباسيون بود و  24دارای بيشترین فعاليت پس از 

  (.2 شکلدارا بود ) کلنيهابيشترین قطر هاله را در بين سایر 

 

 

 روی بر شده داده کشت کلنی اطراف در شفاف هاله ایجاد -2 شکل

 (.باشدمی Kr2 سویه به مربوط تصویر)کراتين حاوی کشت محيط
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 به صورت Kr1پس از شناسایی مورفولوژیکی سویه 

نتایج بررسی بيوشيميایی  کوکسی گرم مثبت دیده شد.

 اگر TSIآورده شده است. در آناليز  1در جدول  Kr1سویه 

 یک باکتری باشد، قرمز لوله، سطح هم و عمق هم

هم در  Kr1 سویه ررسی،بباشد در این می کننده  خميرغيرت

عمق و هم در سطح )کل محيط کشت داخل لوله( قرمز 

  بود.

ولوژیکی و بيوشيميایی سویه آناليز مورف -1جدول 

Staphylococcus lentus SLKr1 

 

 عدم معنی به( -) علامت و باکتری فعاليت معنی به)+(  علامت*

 .باشدمی باکتری فعاليت

در شرایط هضم  Kr1هضم ميکروبی پر با استفاده از سویه 

گذاری انکوبه rpm180و گراد  سانتی درجه 37با دمای 

ساعت هضم پر انجام شد. اما  48نشان داد که در کمتر از 

گذاری به مدت یک هفته ادامه هضم کامل، انکوبه به منظور

 از حاصل کراتيناز آنزیم ليتفعا بررسی برایپيدا کرد. 

 (Govarthananگوارتانان ) یافته تغيير روش از Kr1 سویه

 بر تکرار سه با آزمایش این. شد استفاده ،(14) همکاران و

 که شد انجام وحشی سویه از حاصل کراتيناز آنزیم روی

. شد قرائت نانومتر 280 موج طول در هانمونه جذب آن در

 کراتيناز آنزیم فعاليت که، داد نشان آزمایش این نتيجه

به  نانومتر، 280 موج طول در وحشی این سویه از حاصل

 .باشدمی 56/0 با برابر متوسط طور

استخراج انجام شد و  کيت از استفاده با DNA استخراج

 بر نانوگرم 300 غلظت با DNA ميکروليتر 50 مقدار

 (3 شکل) شکل در که همانطور. گردید حاصل ميکروليتر

 باندتک ،1-4 شماره یچاهکها در گردد،می مشاهده

 شده تکثير ژن به مربوط بالا، وضوح با و خالص

16S rRNA باشدجفت باز می 1500 اندازه با. 

 

 
به ترتيب  PCR محصول( 4-1 چاهکهای ،1kb مولکولی اندازه نشانگر( PCR . M روش  به تکثيرشده 16S rRNA ژن الکتروفورز -3شکل 

 .(16S rRNAتکثير ژن) Kr1- Kr4های به سویهمربوط 

bp 1500 
bp 2000 

bp 1500 
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 تعيين ای پليمراز جهتمحصول حاصل از واکنش زنجيره

 تطابق توالیشد.  ارسال فناورانژن شرکت به توالی

 16S rRNA  تکثير شده سویهKr1  یتواليهابا سایر 

 16S rRNA  موجود در بانک ژنیNCBI  نشان داد که

سویه  استافيلوکوکوس جنسباکتری مورد نظر متعلق به 

 استافيلوکوکوس لنتوسباکتری  سویهباشد. می لنتوس

SLKr1  با شمارهLN999936.1 (Staphylococcus lentus 

SLKr1 ) در بانک اطلاعاتیNCBI درخت ثبت شد. رسم 

 در. گرفت انجام MEGA 5 افزارنرم از استفاده با فيلوژنيک

 همچنين و Clustal W از استفاده با توالی همردیفی واقع

 neighbor-joining روش از تکاملی درخت رسم برای

 بوت روش از .شد استفاده MEGA 5افزار  نرم در موجود

 شده ترسيم درخت ارزیابی تکرار برای 1000با  استرپ

 .(4 شکل) شد استفاده

 

 NCBIو سایر تواليهای موجود در بانک ژنی  SLKr1باکتری استافيلوکوکوس لنتوس  16S rRNAدرخت فيلوژنتيکی بر اساس توالی ژن  -4شکل 

 Bootstrap (1000و با  neighbor-joiningباشد. رسم این درخت بر اساس الگوریتم ها میکه نشان دهنده موقعيت این سویه در ميان سایر سویه

replication) باشد.می 

 از استفاده با فيلوژنی یدرختها آماری آزمون یک روش این

در  .است اوليه هایداده از متعدد برداریهای نمونه روش

 درخت یک گره کنار در عدد صورت به آزمون، نتایج این

 هر که است دفعاتی درصد واقع در که شودمی داده نشان

 آزمون این توسط مختلف برداری نمونه در مشخص شاخه

 .شودمی تشکيل آن از حاصل یدرختها و

 بحث

 این. باشندمی طبيعت در وتئوليتيکپر یآنزیمها از کراتيناز

 قرار ناشناخته مکانيسم با پروتئينازهای دسته در آنزیم

 المللیبين اتحادیه نامگذاری کميته توسط که اندگرفته

. شودمی شناخته (8) (3.4.99.11) نامبر EC با بيوشيمی

 برده نام پروتئاز سرین یک عنوان به کراتيناز از اخيراً

 پروتئاز با مشابه آن توالی از درصد 97 که چرا شودمی

 مهار پروتئازی سرین هایکننده مهار توسط و بوده قليایی

 در سرین پروتئاز یک به صورت اوقات، گاهی و. شودمی

 یافت متالوپروتئاز یک و سيستئين پروتئاز یک با ترکيب

 (.29) است شده

 توليد سوبسترا، عنوان به کراتين حضور در تنها کراتيناز

 هدف مورد را سولفيدیدی پيوندهای عمدتاً که. شودمی

 کراتيناز توليد بر مبنی زیادی یگزارشها. دهدمی قرار

 آنزیم این. دارد وجود مختلف یميکروارگانيسمها توسط

 و قليایی pH در باکتریها و استرپتومایسس ،قارچها توسط

در مطالعه حاضر به  .(23) شوندمی توليد بالا حرارت درجه

کننده کراتين موجود در ی تجزیهارگانيسمهابررسی ميکرو
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بستر مرغداری پرداخته شد که در نتيجه کشت اختصاصی 

جدا شده بر روی محيط کشت حاوی کراتين )پر  یباکتریها

 16Sتوالی ژن باکتریایی مجزا شد.  مرغ(، تعداد چهار سویه

rRNA  ی حفاظت شده و غيرحفاظت شده بخشهادارای

برای  بخشهااز اطلاعات مربوط به این  باشد کهمی

در بين  (.1) شودهای باکتریایی استفاده میشناسایی گونه

ی بيوشيميایی و بررسيهاتفکيک شده پس از های سویه

ای که بيشترین فعاليت کراتينوليتيکی را دارا مولکولی، سویه

شناسایی شد. این سویه به  استافيلوکوکوس لنتوسبود، 

 باشد که دارایمی استافيلوکوکوسویه عنوان اولين س

در پایگاه اطلاعات کنون فعاليت کراتينوليتيکی بوده و تا

 گزارش نشده است.  NCBIای داده

 جداسازی، مطالعه به محققين از گروهی ،2012 سال در

 پر کننده تجزیه یباکتریها خصوصيات بررسی و شناسایی

 تجزیه سئولم که ییباکتریها منظور، این برای. پرداختند

 مرفولوژیکی، خصوصيات لحاظ از بودند کراتين

 نتایج. شدند شناسایی و بررسی کشت، محيط و بيوشيميایی

 را موجود یباکتریها بيوشيميایی، و موروفولوژی مطالعات

 وربلسکا .(4) کردند معرفی باسيلوسها جزء

(Wróblewska و همکاران در سال )به بررسی  2011

های کوآگولاز منفی سویه فعاليت آميلوليتيکی

استافيلوکوکوس پرداختند که در نتایج خود گزارش کردند 

سویه دارای فعاليت آميلوليتکی بوده و  23سویه،  30از بين 

این . (31) سویه باقی مانده این فعاليت را دارا نيستند 7

 این مطالعه مطابقت داشت چرا که در این نتایج با نتایج

استافيلوکوکوس که سویه  ه شدرسيدمطالعه به این نتيجه 

باشد. طبق فاقد فعاليت آميلوليتيکی می SLKr1 لنتوس

گزارش استانداردهای انگلستان جهت تحقيقات 

دارای  استافيلوکوکوس اپيدرميسميکروبيولوژی، سویه 

باشد و این سویه فاقد آز مثبت میفعاليت کاتالاز و اوره

قادر به رشد در ين فعاليت ژلاتين هيدرولاز بوده و همچن

مطالعه  این . این نتایج با نتایج(5) باشدشرایط هوازی می

فاقد فعاليت  SLKr1 استافيلوکوکوس لنتوسکه سویه 

آزی ژلاتين هيدروليز بوده و دارای فعاليت کاتالاز و اوره

 کامل مطابقت دارد. به صورتباشد، می

 ازی،جداس به 2013 سال در همکاران و (Saibabuبو )باسای

 از حاصل کراتيناز یویژگيها تعيين و سازیخالص

B. megaterium از باکتریها مطالعه، این در. پرداختند 

 طيور پرورش مزارع دفعی ضایعات حاوی یخاکها

 روی بر شده استخراج هایباکتر این. شدند آوریجمع

 و شدند داده کشت کراتين حاوی آگار کشت محيط

 توليد عنوان به را محيط این بر یافته رشد یکلنيها

 یآزمایشها اساس بر. کردند شناسایی آنزیم هایکننده

 از شده ایزوله یباکتریها ميکروسکوپی، و بيوشيميایی

 تاکنون .(26) بودند megaterium باسيلوس خانواده

 ارائه پر تجزیه در استافيلوکوکوس فعاليت بر مبنی گزارشی

 سویه باراولين ایبر مطالعه این در بنابراین. است نشده

 فعاليت با سویه یک عنوان به لنتوس استافيلوکوکوس

 Brandelli) ریفل و براندلی .شودمی گزارش کراتينوليتيکی

and Riffel) (2005)، توسط را سلولی خارج کراتيناز توليد 

Chryseobacteriom sp .شدت .دادند قرار بررسی مورد 

 درجه 25-37 دمایی دامنه در این مطالعه در آنزیم تجزیه

 ماکسيمم که آمد به دست 6-8 هایpH و گرادسانتی

 و 6 بين pH و گرادسانتی درجه 30 دمای در آنزیم فعاليت

 این باشد که دراین در صورتی می .(7) شد مشاهده 7

دارای بيشترین فعاليت  استافيلوکوکوس لنتوسمطالعه، 

بود.  pH 5/7و گراد  سانتی درجه 37کراتينازی در دمای 

یی ارگانيسمهاامروزه محققين در پی توليد و پرورش ميکرو

باعث توليد آنزیم کمتر  هستند که با سرعت بيشتر و هزینه

ای نزدیک رود که در آیندهشوند. بنابراین انتظار میمی

هایی مانند قند، اتانول و دیگر شاهد توليد فرآورده

غذهای های مواد غذایی، کامحصولات تخميری از زباله

 (.2) می تون بردباطله و پسماندهای کشاورزی 

 گیرینتیجه

 فرآیندهای  توسعه  در زیادی اهميت از ميکروبی یآنزیمها
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 ميکروبی یآنزیمها حياتی نقش .باشندمی برخوردار زیستی

 در آنها از استفاده به منجر متابوليک، کاتاليزور عنوان به

بنابراین  .است شده مختلف کاربردی هایبرنامه و صنایع

ی تجزیه کننده کراتين به عنوان باکتریهااستفاده از 

تواند نقش عظيمی در استفاده از ی کراتينوليتيک میباکتریها

پروتئين غيرقابل هضم کراتين )پر( مورد استفاده در تغذیه 

طيور داشته باشد. بنابراین باکتری شناسایی شده در این 

 توليد باکتری یک SLKr1 لنتوس استافيلوکوکوسمطالعه، 

 که باشدمی بالا کراتينوليتيکی قابليت با کراتيناز کننده

سازی، صنایع مختلف مانند صنعت چرم در استفاده قابليت

بر اساس مطالعات  .دارد راها صنعت خوراک دام و شوینده

انجام شده، تاکنون هيچ گزارشی مبنی بر فعاليت 

ای یگاه اطلاعات دادهدر پا استافيلوکوکوس کراتينولایتيکی

(NCBI ) ارائه نشده است. بنابراین در این مطالعه برای

بار این سویه باکتریایی به عنوان یک سویه توليد کننده اولين

 شود.آنزیم کراتيناز معرفی می

 قدردانی تشکر و

نویسندگان این مقاله از تمامی کسانی که در فراهم نمودن 

ال تشکر و قدردانی را شرایط این پروژه یاری کردند کم
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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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