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به روش تك  Bacillus sp. FUM120بهينه سازي توليد آنزيم كراتيناز توسط سويه بومي 
  متغيره

  3بهنازكروژدهيو  2، احمدآسوده1محمدرضا شريف مقدمميرزا ، *1، معصومه بحريني1رقيه مريدشاهي
  شناسي گروه زيست دانشكده علوم، دانشگاه فردوسي مشهد، ايران، مشهد، 1

  گروه شيمياه فردوسي مشهد، دانشكده علوم، ايران، مشهد، دانشگ 2
  گروه بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي،، دانشگاه تهران تهران، ،ايران 3

  10/4/97 :تاريخ پذيرش  15/12/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

ب، پزشكي و امروزه با توجه به كاربرد گسترده آنزيم كراتيناز در صنايع مختلف از جمله خوراك دام، صنعت چرم، تصفيه فاضلا
در پژوهش حاضر توليد آنزيم كراتيناز در جدايه . داروسازي تقاضا براي اين آنزيم با كاربرد صنعتي رو به افزايش است

FUM120  با استفاده از سوبستراي . سازي قرارگرفت  ي اطراف مشهد مورد بررسي و بهينهمرغداريهاكراتينوليتيك، جدا شده از
. مي باشدبيشترين ميزان توليد خود را دارا  U/ml 965/49رشد خود با  72اين باكتري در ساعت  آزوكراتين، مشخص گرديد كه

، غلظت سوبسترا، منابع كربن و نيتروژن اضافه، ميزان تلقيح و هوادهي به منظور pHسپس بهينه سازي تك متغيره پارامترهاي دما، 
عنوان منبع نيتروژن  ريد بهدرصد آمونيوم كل 6/0و غلظت  pH:5/10و مشخص گرديد  افزايش توليد آنزيم كراتيناز انجام گرفت

برابر  2قابل توجهي در افزايش فعاليت كراتينوليتيكي دارند و باعث افزايش بيش از  تأثير درجه سانتي گراد 37در دماي  اضافه
قادر به توليد مقادير بالايي از  درصد 50همچنين باكتري بدون نياز به منبع كربن اضافه با ميزان هوادهي . توليد آنزيم گرديدند

برابري را نسبت به ابتداي بهينه سازي  34/2و افزايش  واحد آنزيمي رسيد U/ml 45/117 در نهايت توليد آنزيم به  . آنزيم بود
متعلق به جنس  FUM120مشخص گرديد، جدايه  16S rRNAبا بررسي خصوصيات مورفولوژيكي و توالي ژن . نشان داد

  .مي باشد Bacillus pumillus ATCC 7061ويه  سشابه م درصد 100لوس مي باشد و باسي

  فعاليت كراتينوليتيكي، باسيلوس پوميلوس، آزوكراتين ،پر ،كراتين :كليدي واژه هاي

 mbahreini@um.ac.ir: پست الكترونيكي،  05138805502: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
غذايي است كه  موادم ي از صنايع مهصنعت مرغداري يك

ي از يك به عنوانمرغ  تخم و توليدات آن شامل گوشت
اين  .مي باشددنيا  مردم رژيم غذايي اكثراصلي منابع 

صنعت دائما در حال رشد بوده و بزرگترين توليد كنندگان 
بيش  با برزيل و چين آمريكا، شاملسراسر جهان  درآن 
 11 بيش ازبا  اروپااتحاديه  سال و در ميليون تن توليد 40از

اين توليد انبوه باعث . باشند ميسال  درتوليد ميليون تن 
اين  يكي از پرمرغ،. ه استشدزيادي ضايعات ايجاد 

وزن مرغ بالغ را  درصد 8ست كه حدود ا ضايعات فراوان
 ترتيب ميليونها تن پر، سالانه در به اين ).2(مي دهدتشكيل 

جر به آلودگيهاي شود كه منداري توليد ميغصنايع مر
، بروز پروتئين غني از اتلاف ذخاير، زيست محيطي

ذخيره سازي،  درمشكلاتي  ايجاد عفونتهاي مختلف و
- ميحاصل از آن  دفع خاكستر نقل، كنترل انتشار و حمل و

   ).24و  15( شود
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. مي باشدپروتئين خام در قالب كراتين  درصد 90شاملر پ
اتصالات عرضي با لول كراتين پروتئيني فيبري شكل، نامح

مي هاي هيدروفوبيك زياد هيدروژني و باند سولفيدي، دي
 مو، ناخن( كراتين- αگروه بزرگ  كراتين به دو). 35( باشد

اين ). 11(شود  مي بنديطبقه )پر( كراتين- βو  )پشم و
به تجزيه توسط آنزيمهاي پروتئوليتيك پروتئين نسبت 

 ستاين بسيار مقاوم پپس و تريپسين، پاپائينمعمول مانند 
سخت، توسط روشهاي  اين ساختار وجود با، ولي )29(

در  .)5(شود  تجزيه ميي، شيميايي و مكانيكي يكبيولوژ
زياد به حرارت  با اعمال فشار و ي مكانيكي، پر راروشها

ام ك دخورا مكمل به عنوانن آپودر پر تبديل نموده و از 
معايبي نظير تخريب اين پروسه داراي كنند، اما  استفاده مي

هزينه بسيار ، متيونين ضروري مانند ليزين و هاي آمينهاسيد
در ). 16( مي باشدگوارش آن  كيفيت غذايي و ، كاهشبالا

سديم براي  سمي نظير سولفيد ي شيميايي از موادروشها
شود كه استفاده از آن باعث آلودگي  موزدايي استفاده مي

مي كاركنان مربوطه آفرين براي  زيستي و همچنين خطر
روي استفاده از بر  وجود اين معايب سبب تمركز. باشد

ي زيستي مثل استفاده از كراتينازهاي ميكروبي روشها
  ).27و  17(  گرديده است

 جهان ميكروبي بسيارگسترده هستند و از راتينازها درك
)  آركيهاو  باكتريها، قارچها(مختلفي ميكروارگانيسمهاي 

هايي هستند كه توانايي ئاز  پروت ،هازاتيناكر. اند جدا شده
همه آنها سرين يا  اْتقريب دارند و تجزيه كراتين را

آنزيمهاي كراتينوليتيك باكتريايي ). 3(متالوپروتئاز هستند 
در بخشهاي مختلف ژيكي و يندهاي بيوتكنولوآفر در

پروتئازهاي مدرن  به عنوان آنها و ازكاربرد دارند صنعتي 
توان  ميها راتينازهاي متعدد ككاربرداز ). 6( ندبر نام مي

، )4( صنايع چرم ،)9(استفاده آنها را در تهيه خوراك دام 
ي سوختها، )28( شوينده مواد، )32(فاضلاب  تصفيه 
. نام برد )10(داروسازيو  )31( پزشكيدر ، )38(زيستي 
فزايش تقاضا براي هاي مختلف كراتيناز منجر به اكاربرد
بنابراين . ين آنزيم در مقياس صنعتي شده استتوليد ا

در راستاي توليد كراتيناز  با ويژگيهاي برتر و توليد  تلاش
  .بيشتر  افزايش يافته است

بررسي خصوصيات كراتينوليتيك بودن اين تحقيق هدف از 
ي مرغداريها ضايعاتجداسازي شده از  FUM120جدايه 

ه روش پس از شناسايي جدايه ب. اطراف مشهد بود
 مورفولوژيكي و مولكولي، شرايط كشت جهت افزايش

  . سازي گرديد ميزان توليد آنزيم بهينه

  مواد و روشها
در اين پژوهش از سه محيط : محيط كشت مورد استفاده

محيط كشت : كشت استفاده شد كه عبارت بودند از
 يحاو Feather meal broth  (FMB)پراختصاصي مايع 

 g/l (NaCl ،)0/1 g/l  (MgCl2.6H2O ،)0/4 0/5(يبات ترك

g/l (K2HPO4، )0/3 g/l (KH2PO4  رو پ)1 g/l(  كه در يك
تنظيم  5/7محيط روي  pHليتر آب مقطر حل شد و سپس 

 FMA  Feather)(محيط كشت اختصاصي جامد پر . گرديد

meal agar  آگار به محيط كشت  درصد 5/1با افزودن
كشت اسكيم ميلك محيط اختصاصي مايع تهيه گرديد و 

طبق دستورالعمل شركت سازنده  Merk, Germany)(آگار 
  .تنظيم گرديد 5/7محيط روي  pH تهيه و

مقداري پر جهت تهيه پودر پر، ابتدا : روش تهيه پودر پر
با آب و مواد شوينده شستشو صنعتي خريداري و سپس 

سپس جهت خشك شدن پر،  به مدت يك شب . داده شد
قرار گرفت، در مرحله  بعد  سانتي گراددرجه  60در دماي 

براي حذف ليپيد موجود در سطح پر،  به مدت يك ساعت 
)  1:1(اتانول با نسبت : تحت تيمار با محلول كلروفرم 

 يك شب در دماي  مجدداًقرار گرفت و ) حجمي-حجمي(

قرار داده شد و در نهايت با استفاده از دستگاه  درجه 60
mixer meal ) 21(پودر گرديد ) آسيا، ايرانشركت امين.(  

نمونه هاي خاك و : ي باكترينگهدارو جداسازي روش 
ي اطراف شهر مشهد كشتارگاههاو  مرغداريهافاضلاب 

جهت جداسازي و غربالگري باكتريهاي تجزيه كننده پر 
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در جمع آوري و پس از انتقال به آزمايشگاه تا زمان استفاده 
نمونه ها سريال رقت از . نگهداري گرديددرجه  4دماي 

 7كشت و به مدت  (FMA)تهيه و بر روي پودر پر جامد 
سپس جدايه . گرماگذاري شدنددرجه  37روز در دماي 

هايي كه هاله بزرگتري در اطراف خود ايجاد كرده بودند 
جدايه  120 از بين مجموعاً. ي و خالص گرديدندزجداسا

هاله  كه داراي FUM120باكتريايي جداسازي شده جدايه 
پس از خالص . بزرگي بود جهت ادامه كار انتخاب گرديد

كراتينوليتيك بودن نمونه از نظر كيفي مورد سازي، خاصيت 
ميكروليتر سوسپانسيون  15مقدار . سنجش قرار گرفت

مورد  ميكروبي با غلظت استاندارد نيم مك فارلند از جدايه
اي  نقطه به صورت نظر روي محيط اسكيم ميلك آگار

پس از . منتقل گرديددرجه  37به انكوباتور   و كشت
ضمن رشد و   ساعت، خاصيت پروتئوليتيكي آن 24گذشت 

به همچنين  .شفاف اطراف كلني بررسي شد  تشكيل هاله
با كشت   تر خاصيت كراتينوليتيكي جدايه اختصاصي طور
پودر  درصد 1كه داراي  FMAبه همين روش در محيط   آن

بع كربن و نيتروژن بود، با رشد و تنها من به عنوانپر 
پس از . اطراف كلني مورد بررسي قرار گرفت  تشكيل هاله

در محيط  اطمينان از قدرت كراتينوليتيكي جدايه، نمونه
براي نگهداري  FMAاسكيم ميلك آگار يا  (Slant) اسلنت

كوتاه مدت منتقل شد و براي نگهداري دراز مدت، يك 
 )Nutrient broth( براث كلني خالص به محيط نوترينت

ميكروليتر از محيط كشت  700تلقيح و پس از رشد مقدار 
ميكروليتر گليسرول استريل در  300حاوي باكتري و 

ليتر ريخته و بعد از هم زدن به فريزر  ميلي 5/1ميكروتيوپ 
  .جهت نگهداري منتقل شد درجه - 20

 براي تهيه آزوكراتين، ابتدا: ساخت سوبستراي آزوكراتين
 8ليتر آب ديونيزه مخلوط و ميلي 50گرم پودر پر با ميلي 5

- وزني( درصد 10ليتر محلول سديم بيكربنات ميلي
به آن اضافه و با كمك همزن مغناطيسي همگن ) حجمي

گرم اسيد  ميلي 350در يك بشر جداگانه ). 1محلول (شد 
 15در  به ترتيبگرم سديم نيتريت  ميلي 150يك و سولفانيل

 HCl 5ميلي ليتر  5/1مولار حل و با  NaOH 2/0يتر لميلي
دقيقه با كمك همزن مغناطيسي  2مدت  مولار اسيدي و به

 ليترميلي 8/0پس از آن با افزودن ). 2محلول (مخلوط شد 
NaOH  5 اين محلول به . مولار  محلول خنثي گرديد

دقيقه با كمك  30مدت   محلول شماره يك اضافه و به
آزو . مخلوط شد و در ادامه فيلتر گرديد همزن مغناطيسي

بار با كمك آب ديونيزه شسته و  3كراتين نامحلول حدود 
. فيلتر شد مجدداًساعت دياليز گرديد و سپس  24مدت  به 

-7محلول فيلتر شده به  pHكه  پروسه فيلتر كردن تا زماني
 01/0نانومتر كمتر از  450رسيد و ميزان جذب آن در  6

نهايت آزوكراتين سنتزي توسط دستگاه  در. فتشد، ادامه يا
 4خشك و در دماي  )(Christ Co., Germanyفريز دراير 

  .)12(نگهداري شد درجه 

از كشت شبانه جدايه : سنجش كمي فعاليت آنزيم كراتيناز
FUM120،  با غلظت ) حجمي-حجمي( درصد 2ميزان

 FMBليتر محيط كشت  ميلي 50استاندارد نيم مك فارلند به 
  نمونه به. تنها منبع كربن و نيتروژن تلقيح شد به عنوان

درون  rpm  150و با دوردرجه  37 روز در دماي 5مدت 
ساعت  24شيكر انكوباتور قرار گرفت و در فواصل زماني 

  ، بهrpm10000 ليتر از محلول رويي برداشته و در ميلي 1
ز ميكروليتر ا  100 سپس. گرديد سانتريفيوژدقيقه  5مدت 

آنزيم خام برداشته و ميزان فعاليت  به عنوانمحلول رويي 
آنزيم كراتيناز با استفاده از سوبستراي آزوكراتين مورد 

  .سنجش قرارگرفت

گرم سوبستراي  ميلي 10براي سنجش فعاليت آنزيمي، 
 50 با غلظت Tris-HClميكروليتر بافر  900آزوكراتين در 

مخلوط تا . رديداضافه گ 8برابر با   pHبا مولار ميلي
شد و همزده  شدن كامل سوبستراي آزوكراتين در بافر حل

ميكروليتر از محلول آنزيم خام تهيه شده اضافه  100سپس 
انكوبه درجه  37دقيقه در شيكر انكوباتور  60و به مدت 

براي متوقف نمودن فعاليت آنزيمي، محلول به . گرديد
آن محلول مدت نيم ساعت در يخ قرار داده شد و پس از 
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در پايان جذب نوري نمونه در مقايسه با گروه . فيلتر گرديد
ز محيط ا. نانومتر خوانده شد 450شاهد در طول موج 

نمونه شاهد استفاده  به عنوانكشت بدون تلقيح باكتري 
 به دستآزمايشات در دو تكرار انجام و ميانگين . گرديد

ك واحد ي. شد نتيجه اعلام  به عنوانآمده از دو تكرار 
 450افزايش واحد جذب در  01/0 به عنوانفعاليت آنزيمي 

 60ليتر در برابر نمونه شاهد پس از  نانومتر در هر ميلي
  ).22(دقيقه انكوباسيون در نظر گرفته شد 

نتايج حاصل از خوانش جذب به واحد آنزيمي تبديل 
 به عنوانورت كه يك واحد فعاليت آنزيمي گرديد بدين ص

نانومتر در هر  450واحد جذب در طول موج  افزايش 01/0
دقيقه انكوباسيون  60ليتر در برابر نمونه شاهد پس از  ميلي

در اين روش به منحني استاندارد آنزيم (در نظر گرفته شد 
  ). 1) (مي باشدنيازي ن

بررسي  :شناسايي ريخت شناسي و بيوشيميايي جدايه
يه، شامل ي تشخيص اولآزمونهامشخصات فنوتيپي و انجام 

و تست كاتالاز بر  ، رنگ آميزي اسپوررنگ آميزي گرم
ي افتراقي شامل آزمونهادر ادامه . روي جدايه انجام گرديد

آميلاز، ليتموس ميلك، ژلاتيناز، اوره آز، احياي نيترات، 
،  (MR)متيل رد  ،SIMسيمون سيترات آگار، 

 و O-F)(تخمير –، تست اكسيداسيون )(VPوژپروسكوئر
نمك سديم كلريد با استناد به  درصد 10ي محيط رشد رو

انجام و بررسي شد  Bergey ’sباكتريولوژي سيستماتيك 
تجاري از شركت  به صورت ي كشتمحيطها). 14(

Merck شركت سازنده العمل دستور و طبق آلمان تهيه 

  .ساخته شد

ژنومي سويه مورد نظر  DNA: جدايه مولكولي شناسايي
 Macherey-Nagel) جخرابا استفاده ازكيت است

CO.,Germany) DNA  طبق دستورالعمل شركت سازنده
 از سويه با استفاده 16S rRNAژن و  شد استخراج

-'5(عمومي  آغازگرهاي

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'(27F   5و'-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3') ( 1492R  تكثير
با استفاده از كيت آمپليكون  PCRواكنش  .گرديد

(Amplicon, Denmark) مواد مورد نياز جهت . انجام شد
 5/0ميكروليتر شامل  25درحجم كلي  PCRانجام 

 2، (pmol 10)ميكروليتر از هر آغازگر رفت و برگشت 
 10و Master mixميكروليتر  DNA  ،12 ميكروليتر

  .ميكروليتر آب  بود

دناتوراسيون اوليه در  ،شاملكه  PCRبرنامه دمايي واكنش 
،  راي يك سيكلبدقيقه  3به مدت  درجه 95اي دم

، اتصال ثانيه 45به مدت  درجه 94دماي دناتوراسيون در 
ثانيه، سنتز قطعه  30به مدت درجه  55ماي در دآغازگرها 
سيكل  30براي  ثانيه 30به مدت درجه  72در دماي 

دقيقه براي  10به مدت درجه  72 در دمايوگسترش نهايي 
و توسط دستگاه ترمال  دهگنجان PCRيك سيكل در برنامه 

انجام  )(Bio RAD t100 thermal cycler,.USA سايكلر
جهت اطمينان از تكثير قطعه  PCRپس از پايان يافتن  .شد

ژل  با استفاده از PCRاز محصول  ميكروليتر 5مورد نظر 
 DNAاز ماركر  و الكتروفورز گرديد درصد 1آگاروز 

ladder 100bp   سه طول قطعات براي مقايشركت فرمنتاز
 از طريق، جهت تعيين توالي PCRمحصول . استفاده شد

كره جنوبي   Macrogenايران به شركت  سيناژن شركت
هاي موجود قرابت فيلوژنتيكي جدايه با سويه. گرديد ارسال

مورد بررسي  Ez-Taxonو  NCBIي اطلاعاتي پايگاههادر 
فاده از آمده با است  دست  هاي بهآناليز داده. قرار گرفت

سازي تواليها با  راستا  و هم MEGA (Version7)افزار  نرم
همچنين با استفاده از . انجام شد MUSCLEافزار  نرم

صورت  تواليهابندي  دسته Neighbour-joiningالگوي 
 به عنوان Halopenitus persicusاز باكتري  گرفت و
outgroup  درخت فيلوژني آن رسم گرديداستفاده و.  

جهت افزايش ميزان توليد آنزيم : سازي تك متغيره بهينه
سازي  شرايط مختلف محيط كشت مورد بررسي و بهينه

دما : فاكتورهاي مورد بررسي عبارت بودند از. قرار گرفت
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 ،) گراددرجه سانتي 55و  50، 45، 40، 37، 30، 20(

pH)6 ،7 ،8 ،9 ،5/9 ،10 ،5/10 ،11 ،5/11 غلظت ، )12و
، منابع )درصد 6و  5، 4، 3، 2، 1، 5/0، 2/0(سوبستراي پر 
گلوكز، ساكارز، لاكتوز ،فروكتوز ،مانيتول و (كربن مختلف 

، منابع نيتروژن مختلف )  w/v)( درصد 1نشاسته با غلظت 
منابع آلي شامل پپتون، عصاره مخمر، اوره و از منابع (

معدني شامل آمونيوم نيتريت، آمونيوم كلريد و پتاسيم 
ي مختلف غلظتهاو ) (w/v) درصد 4/0لظت نيتريت با غ

 8/0، 7/0، 6/0، 5/0، 4/0، 3/0، 2/0(منبع نيتروژن مطلوب 
درصد  10و 8، 6، 5، 4، 3، 2، 1(، ميزان تلقيح )درصد
(v/v) صورت كه   بدين. )درصد 70، 50، 25(و هوادهي

استريل و سپس  ،محيط اختصاصي مايع حاوي پر
يد و هر يك از سوسپانسيون باكتريايي تلقيح گرد

در انتها . مرحله بررسي شدند  به  فاكتورهاي محيطي مرحله
هر يك از فاكتورها،  تأثيربررسي معنادار بودن  به منظور

  .صورت گرفت ANOVAآناليز آماري به روش 

  نتايج
فعاليت پروتئازي : آناليز كيفي توليد آنزيم توسط باكتري

يلك اسكيم م پس از كشت روي محيط FUM120جدايه 
هاله ايجاد شده توسط اين . آگار مورد بررسي قرار گرفت

نشان داد كه اين باكتري داراي  درجه 37ي جدايه در دما
بررسي اين باكتري در محيط . خاصيت پروتئوليتيك است

FMA  مثبت   دهنده اطراف آن نيز نشان و تشكيل هاله
  .)1شكل( بودن فعاليت كراتينوليتيكي جدايه مورد نظر بود

  
  و تشكيل هاله كراتينازي  FMAمحيط ) ب(محيط اسكيم ميلك آگار و تشكيل هاله پروتئازي، ) الف(رشد باكتري در  -1شكل

ميزان توليد آنزيم توسط : سنجش فعاليت آنزيم كراتيناز
 pHو درجه سانتي گراد  37در دماي FUM120  جدايه

به م اول، دوم، سوم، چهارم و پنج هايروز در 5/7برابر با 
. محاسبه گرديد (U/ml)برحسب واحد آنزيمي  ترتيب

ساعت  72بيشترين ميزان توليد آنزيم در روز سوم پس از 
گيري گرديد كه اين اندازه 965/49 (U/ml)انكوباسيون با 

روز پنجم كاهش يافت  مقدار تا روز چهارم ثابت و در
  ).2شكل(

  
 95در سطح اطمينان دار دهنده عدم تفاوت معنيحروف يكسان نشان(در دوره گرماگذاري  FUM120ميزان توليد آنزيم توسط جدايه  -2 شكل

  ).استدرصد 
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: 16S rRNAشناسايي ميكروارگانيسم و توالي يابي ژن 
طبق خصوصيات مورفولوژي گرم مثبت،   FUM120جدايه

داراي اسپور و كاتالاز مثبت بود و بر اساس نتايج تستهاي 
 16S rRNAمقايسه توالي ژن و  )1جدول ( بيوشيميايي

-Ezي موجود در پايگاه اطلاعاتي تواليهادست آمده با  به

Taxon   100تشابه شناسايي و مشخص گرديد كه داراي 

 3لشك .مي باشد Bacillus pumilus ATCC7061با  درصد
استخراج شده و محصول  DNAتصوير ژل الكتروفورز 

PCR  ه تكاملي سوي رابطهو  مي دهدرا نشانFUM120   با
داده نشان  4در شكل هاي جنس باسيلوس  برخي از گونه

  .شده است

  FUM120ي بيوشيميايي جدايه تستهانتايج  -1جدول
  ليتموس ميلك  سيترات احياي نيترات آميلاز ژلاتيناز  اوره آز  تست
  Ac-R  + + ـ +  ـ  نتايج
  توليد اندول H2Sتوليد  حركت MR VP O-F  تست
  ـ  ـ ـ ـ +  ـ  نتايج

  

  
  FUM120سويه  16SrRNAژن  PCRمحصول  ):b(. ژنومي DNAاستخراج  :(a)تصوير ژل   -3شكل 

  
 Halopenitus( مي دهدي به دست آمده از بانك جهاني ژن نشان تواليهارا با ديگر  FUM120   درخت فيلوژني  رابطه بين جدايه -4شكل

persicus به عنوان  outgroupمشخص گرديده است.(  

در اين مرحله هدف دستيابي به بهترين شرايط : سازي هبهين
. بود اساس فعاليت كراتينوليتيك آن بر كشت براي جدايه

غلظت سوبسترا، ، pHبراي اين منظور فاكتورهاي دما، 
ي مختلف منابع كربن و نيتروژن، ميزان تلقيح و غلظتها

تمام آزمايشات با دو تكرار انجام و . هوادهي بررسي شد

ميزان  .دست آمده در نمودارها قرار گرفت ين اعداد بهميانگ
روي هر نمودار  Error bar به صورتآزمايش خطاي هر 

  .مشخص گرديد

با بررسي ميزان توليد آنزيم در دماهاي مختلف،  بيشترين 
وكمترين ميزان توليد در درجه  37 ميزان توليد در دماي
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دايه جدرجه  55 در دماي. آمد به دستدرجه  50دماي 
آناليز آماري در سطح . قادر به رشد و توليد آنزيم نبود

نشان داد، تفاوت معني داري در فعاليت  درصد 95اطمينان 
وجود درجه  40و  37كراتينوليتيك جدايه در دو دماي 

هاي  pHمقايسه ميزان توليد آنزيم در ). a5شكل(ندارد 
 pH:5/10در  FUM120مختلف نشان داد كه جدايه 

در اين  pH تأثير. را دارد فعاليت كراتينوليتيك بيشترين
برابري نسبت به  8/1 قابل توجه مرحله  منجر به افزايش

مرحله قبل گرديد كه نشان دهنده اين است كه اين جدايه 
 ).b5شكل(ياشد  توليد كننده يك كراتيناز قليادوست مي

درصدهاي مختلف وزن پر بر توليد آنزيم مورد  تأثير
 درصد 2رفت و بيشترين ميزان توليد در سنجش قرار گ

نتايج نشان داد افزايش ميزان . وزني پر مشاهده شد
با ). c5شكل (سوبسترا باعث كاهش توليد آنزيم مي گردد 

، حداكثر بررسي اثر منابع مختلف نيتروژن بر توليد كراتيناز 
فعاليت كراتينوليتيكي در محيط حاوي آمونيوم كلريد با 

لذا  .ابري نسبت به مرحله قبل مشاهده شدبر 13/1افزايش 
ي مختلف آمونيوم كلريد در ميزان عملكرد جدايه غلظتها

نيز بررسي گرديد و بيشترين ميزان توليد آنزيم در غلظت  
 ).e5 وd5شكل(آمونيوم كلريد محاسبه شد  درصد 6/0

بررسي اثر منابع مختلف كربن نشان داد كه منابع كربن 
شوند بلكه باعث توليد آنزيم نمي تنها باعث افزايش نه

اين  كاهش فعاليت آن شده و همچنين مشخص گرديد كه
تنها منبع كربن استفاده كند   به عنواناز پر   مي تواندجدايه 

ميزان توليد آنزيم ). f5شكل(و نيازي به منابع ديگر ندارد 
در درصدهاي مختلف تلقيح بر حسب واحد آنزيمي 

U/ml) ( هاي مختلف ميزان  نشان داد درصدمحاسبه و نتايج
در  )درصد 95در سطح اطمينان (معني داري تلقيح تفاوت 

 2ميزان عملكرد جدايه ندارد كه در نتيجه ميزان تلقيح 
ميزان ). g5شكل (بهينه انتخاب گرديد  به عنوان درصد

 75در مقادير  FUM120  يهجدافعاليت كراتينوليتيك 
ي در ارلن با هواده درصد 25و  درصد 50، درصد
 و شد بررسي rpm150ي در شيكر انكوباتور ارذگرماگ

شرايط فعاليت را براي جدايه  بهترين درصد 50 هوادهي
  ).h5شكل(فراهم كرد 

  



 1399، 4، شماره 33جلد                                                                  )          اسي ايرانمجله زيست شن(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

549 

  
ان حروف يكس( مي باشدهمان محيط پايه مرحله قبل  fو  dدر شكل  (*Base)نمونه . سازي پارامترهاي مختلف نمودارهاي مربوط به بهينه -5 كلش

  ).استدرصد  95در سطح اطمينان  داردهنده عدم تفاوت معنينشان

  بحث
كراتينازها گروه خاصي از پروتئازها هستند كه قابليت 

دليل تنوع   تجزيه كراتين نامحلول و سخت را دارند و به
زياد در خصوصيات بيوشيميايي و سوبستراهاي گوناگون 
حاوي كراتين از جمله پر، پشم، ناخن و مو از ساير 

دليل همين   اند و به پروتئازهاي موجود متمايز گرديده
كاتاليزورهاي با ارزش در صنعت مورد  به عنوان ويژگيها

 از جدا شده FUM120جدايه ). 36(توجه قرار گرفته اند 
ي اطراف مشهد متعلق به جنس باسيلوس بود و مرغداريها

 Bacillus pumilus ATCC7061هتشابه با سوي درصد 100
 Bacillusهاي تاكنون چندين مطالعه بر روي سويه. داشت

pumilus  توليد كننده آنزيم كراتيناز انجام شده  به عنوان
، چندين باكتري مختلف تجزيه و همكاران El-Refai. است
ده پر را از خاك جداسازي و شناسايي كردند كه كنن

 Bacillusبيشترين فعاليت كراتينوليتيكي را در سويه 

pumilus FH9  7(مشاهده نمودند .(Rajput همكارانش  و

 Bacillus pumilusيك كراتيناز خارج سلولي از سويه نيز 

KS12  32(را شناسايي و مورد بررسي قرار دادند.( 
 Bacillusهسويو همكاران  Fakhfakh-Zouariهمچنين 

pumilus A1   آنزيم كراتينوليتيك  توليدكننده(KerA1)  ، را
  .)8(كردند شناسايي و بررسي 

فعاليت كراتينوليتيكي خود را پس جدايه مورد نظر بيشترين 
ساعت گرمخانه گذاري نشان داد كه مشابه نتايج  72از 

مطالعات ). 33و  19( مي باشدگزارش شده توسط ديگران 
 معمولاً هاي باسيلوس حاكي از اين است كه اكثر سويه
 30- 50دمايي  محدودهبيشترين توليد آنزيم كراتيناز را در 

در پژوهش حاضر نيز . دهند نشان مي درجه سانتي گراد
بهترين شرايط را براي حداكثر فعاليت درجه  37 دماي

در اين راستا  .كراتينوليتيكي جدايه مهيا كرد
Matikevičienė  و  همكاران وEl-Refai  و همكاران نيز

براي حداكثر فعاليت كراتينوليتيكي را درجه  37دماي بهينه 
به  Bacillus pumilus FH9و  B. licheniformis باكتريهاي
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همچنين نتايج نشان داد  .)20و  7(گزارش كردند  ترتيب
بيشترين فعاليت كراتينوليتيكي خود را در  FUM120جدايه 

pH  كه مشابه نتايج ديگران  مي دهدنشان ) 5/10(قليايي
براي  10بهينه   pHو همكارانش،  Saibabu در مطالعه. بود

گزارش گرديد  B. megateriumتوسط  كراتيناز توليد آنزيم
بهينه   pHو همكارانش نيز Kainoorترتيب  همين  به). 33(

 Bacillus sp. JB99توسط   آنزيم كراتينازرا براي توليد  10
بيشتر مطالعات انجام شده   ).13(مطلوب گزارش كردند 

كه قادر به توليد پروتئازهايي  مي دهدنشان  باسيلوسهاروي 
سيل استفاده از اين آنزيمها قليايي هستند كه با توجه به پتان

افزودني در مواد شوينده و صنايع چرم يك  به عنوان
  .شود ويژگي مطلوب محسوب مي

ك عامل تنظيم كننده بسيار مهم در رشد غلظت سوبسترا ي
 2در اين پژوهش غلظت . ميكروب و توليد آنزيم است

درصد پر باعث افزايش فعاليت كراتينوليتيك جدايه مورد 
بررسي شد و با افزايش ميزان غلظت پر توليد آنزيم كاهش 

دليل افزايش ويسكوزيته محيط كشت و  يافت كه احتمالاْ به
با ان اركو هم Ni ).18(آن است ادهي اختلال در ميزان هو

توليد  بر مايعكشت  درصد سوبسترا در محيط اثر بررسي
 B. licheniformisدادند كه باكتري  نشان ،آنزيم كراتيناز

ZJUEL31410  غلظتدر  (w/v)2 پر بيشترين  درصد
كه مشابه نتايج حاضر است  فعاليت كراتينوليتيك را دارد

)25 .(Pandian  غلظتنيز و همكاران (w/v) 2 پر  درصد
 در توليد آنزيم كراتيناز سوبسترابهينه  ميزان به عنوان را

Bacillius sp   27(بيان كردند.(  

پژوهش حاكي از آن بود كه  افزودن  مجموع نتايج در اين
 FUM120ي بر توليد آنزيم ندارد و جدايه تأثيرمواد قندي 

ولي  ،كربن مي باشد تنها منبع به عنوانقادر به استفاده از پر 
فعاليت يكه به طورنياز به منبع نيتروژن اضافي دارد 
آمونيوم  درصد 6/0كراتينوليتيك آن در حضور غلظت 

هوادهي . منبع نيتروژن اضافي افزايش يافت به عنوانكلريد 
نيز پارامتر مهمي جهت افزايش توليد كراتيناز توسط جدايه 

ژن بر توليد كراتيناز و اثر منابع مختلف نيترو. معرفي گرديد
هاي مختلف متفاوت  فعاليت كراتينوليتيكي توسط سويه

ي مختلف واكنش متفاوتي باكتريهاگزارش شده است و 
طي رشد و فعاليت كراتينوليتيكي در حضور نيتروژن آلي و 

در مجموع چنين استنباط . معدني از خود نشان مي دهند
باعث كشت   شود كه افزودن منبع نيتروژن به محيط مي

   .)30و  26(گردد  افزايش ميزان توليد آنزيمهاي قليايي مي

سازي توليد آنزيم  و همكاران روي  بهينه Miniدر مطالعه 
يك از منابع كربن ، هيچ Aspergillus flavusكراتيناز در 

مورد آزمايش اثر افزايشي در توليد آنزيم كراتيناز نشان 
نابع مختلف كربن روي همچنين بررسي اثر م ).23(ندادند 

 نيز Bacillus sp MIR-99توليد آنزيم كراتيناز در سويه 
ي گلوكز،گليسرول و كربوهيدراتهانشان داد كه افزودن 

گردد  ساكارز به محيط كشت باعث مهار ترشح آنزيم مي
به كلي چنين بيان شده است كه مواد قندي به طور). 13(

ي آنزيمهاتوليد گلوكز داراي اثر مهار كنندگي روي  ويژه
 مي تواندباشد كه اين اثر مهاركنندگي  پروتئوليتيكي مي

اثر منابع  معمولاً). 37(ناشي از سركوب كاتاليتيكي باشد 
مختلف كربن و نيتروژن اضافي روي توليد آنزيم كراتيناز با 

مولد، سوبسترا و غلظت منابع كربن و  توجه به سويه
سازي شرايط  براين بهينهبنا. مي باشدنيتروژن بسيار متفاوت 

جزء به جزء  به صورتكشت براي حداكثر توليد آنزيم 
و همكارانش گزارش كردند  Rajput. ضروري است

داراي پتانسيل  Bacillus pumilus KS12كراتيناز حاصل از 
است و حداكثر درجه  37تخريب پر در دماي  بالقوه

كه  گزارش شد 10 برابر pHفعاليت كراتينوليتيكي آن در 
 طالبي وهمچنين ). 32(مشابه نتايج پژوهش حاضر است 

 فعاليت كراتينازضمن جداسازي و شناسايي،  ،همكارانش
با استفاده  را  Bacillus pumilus ZED17 حاصل از سويه

كه  سوبستراهاي متنوع ارزيابي كردند شرايط مختلف و از
كه  آنجا ازخنثي تا قليايي بود و  pHداراي بهينه فعاليت در 

كانديداي  بودكننده نيتروژن  اين سويه هالوتولرانت وتثبيت
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معرفي شد خاك  دار خوبي براي توليد كودهاي نيتروژن
)34 .(  

  نتيجه گيري

منجر  FUM120سازي توليد آنزيم كراتيناز در جدايه  بهينه
 برابري توليد آنزيم گرديد و 34/2به افزايش قابل توجه 

منبع نيتروژن اضافي بيشترين و ، هوا دهي pH عوامل دما، 
 .نشان دادند FUM120را در توليد آنزيم در جدايه  تأثير

تا  10بين  pHو در محدوده  درجه 37اين جدايه در دماي 
حداكثر  5/10برابر با  pHداراي فعاليت بالايي بود و در  11

داشتن فعاليت  .فعاليت كراتينوليتيكي را نشان داد
مي قليايي  pHمناسب  نسبتاًوده يك محدكراتينوليتيكي در 

. ي قابل توجه آنزيم اين جدايه باشدويژگيهايكي از  تواند
بيانگر مزوفيل بودن اين جدايه است كه  با توجه به نتايج 

هاي مزوفيل در مقايسه با  مصرف انرژي كمتر سويه
با توجه به فعاليت در شرايط قليايي  هاي ترموفيل و سويه

در صنايع د استفاده قرار گيرد و در صنعت مور مي تواند
چرم و نساجي، تصفيه فاضلاب و مواد شوينده داراي 

ديگر توليد آنزيم در حضور  از سوي. اي باشد قابليت ويژه
تنها منبع كربن بدون نياز به منابع كربن اضافي  به عنوانپر 

و همچنين مطلوب بودن منبع نيتروژن  آمونيوم كلريد كه 
مخمر و پپتون سوبستراي ارزان قيمتي  در مقايسه با عصاره

صرفه ساخته   است، آن را از لحاظ اقتصادي مقرون به
كه آنزيم كراتيناز  مي دهددر مجموع نتايج نشان . است

با توجه به  .FUM120 Bacillus spجدا شده از جدايه 
قدرت بالاي كراتينوليتيكي مي تواند از نظر اقتصادي 

  .رار گيردد باشد و مورد توجه قارزشمن

 تشكر و قدرداني
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Abstract 

Nowadays, demand for  Keratinase enzyme with the industrial application is increasing 
due to the extensive use of this enzyme in various fields including, animal feed, leather 
industry, water treatment, medicine, and pharmacy. In the present study, Keratinase 
production was examined and optimized in FUM120 Keratinolytic strain isolated from a 
poultry farm in Mashhad. Using of Azokeratin substrate, it was determined that the 
isolate produces the most in the 72th hours of its growth with the amount of 49.965 
U/ml. Then, In order to increase the production of keratinase, the single-variable 
optimization of parameters, temperature, pH, substrate concentration, extra carbon and 
nitrogen sources, inoculum size and aeration rates were done and it was determined that 
pH:10.5 and 0.6% concentration of ammonium chloride, as an additional source of 
nitrogen, at 37 °C had a significant effect on keratinolytic activity and increased the 
enzyme production by more than 2 times.  In addition, the isolate was able to produce 
the high level of enzyme in the presence of  50% aeration without addition of carbon 
source . Finally, enzyme production reached to 117/45 U/ml and the enzyme unit 
showed an increase of 2.34 fold compared to the beginning of the optimization. The 
morphological studies and the gene sequence of 16SrRNA determined that FUM120 
belongs to the genus Bacillus and shows 100 % similarity to Bacillus pumilus ATCC 
7061. 
Key words: keratin, feather, azokeratin, Bacillus pumilus, keratinolytic activity 


