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Identification of native isolation, FUM1, isolated from poultry 
farm of Mashhad countryside and improving its keratinolytic 
activity by optimizing of environmental conditions using one 
factor at a time methodology

[1] Screening and characterization of keratinase enzyme obtained from keratin degrading 
microorganism isolated ... [2] Biotechnological applications and prospective market of ... [3] 
Microbial enzymes for bioconversion of poultry waste into ... [4] Production of enzymes and 
degradation of feathers by ... [5] High-temperature thermal destruction of poultry derived 
wastes for energy recovery ... [6] Characterisation, kinetics and modelling of gasification of 
poultry manure and litter ... [7] Detection of keratinolytic Actinobacteria and evaluation of 
bioprocess for production ... [8] Intracellular keratinase of Trichophyton ... [9] Microbial 
keratinases: Characteristics, biotechnological applications ... [10] Optimization of growth 
conditions for a recombinant ... [11] Chromosomal integration of KerA gene in Bacillus ... 
[12] A current assessment on the production of bacterial ... [13] Optimization of keratinase 
production by Actinomyces ... [14] Production of keratinase by Bacillus ... [15] Preparation 
of bacterial DNA template by boiling and effect of ... [16] Production of keratinolytic enzyme 
by a newly isolated ... [17] Optimization of medium composition for keratinase production 
... [18] Production and purification of protease from a Bacillus ... [19] The production of 
alkaline protease by Bacillus ... [20] Physical and morphological structure of chicken 
feathers (keratin biofiber) ... [21] Bacillus mojavensis sp. nov, distinguishable from Bacillus 
... [22] Degradation of keratin containing wastes by bacteria with keratinolytic ... [23] 
Optimization of cultural condition for keratinase production using Bacillus ... [24] 
Keratinolytic protease production and characterization from Bacillus sp. isolated ... [25] 
Improved keratinase production for feather degradation by Bacillus licheniformis ... [26] 
Study on the fermentation conditions and the application in feather degradation of ... [27] 
Production of keratinase by free and immobilized cells of Bacillus ... [28] Hydrolysis of 
native proteins by a keratinolytic protease

Aims Significant amounts of waste, including feathers, bones, blood, etc. are yearly produced by 
the poultry industry. Feathers are composed of 90% keratin protein, and the rest is composed 
of lipids and water. Keratinases are one of the most diverse and usable enzymes, which can 
be produced by bacterial and fungal microorganisms. These enzymes show a wide range of 
application in various fields.
Materials and Methods In this study, the keratinolytic activity of the isolated strain from 
a poultry farm in Mashhad was evaluated and then the medium conditions for keratinase 
production were optimized. The strains were identified based on the morphological and 
biochemical methods. 16SrRNA gene of the strain was amplified by PCR and then sequenced. 
The strain proteolytic activity was examined and compared with its keratinolytic activity. 
Finally, strain growth ability tested in variety substrate.
Findings Using 16SrRNA gene sequencing, morphological and biochemical identification, 
the strain shared 99.9% similarity with Bacillus mojavensis. Optimization of various factors, 
including temperature, pH, incubation time, carbon and nitrogen sources, aeration and 
inoculum size showed that the isolated strain has the highest keratinolytic activity at 37°C, 
48 hour incubation period, pH=9.5, sucrose 1%, 3% substrate, aeration 75% and 6% (v/v) 
inoculum amount. None of the nitrogen sources had a positive effect.
Conclusion The FUM-1 keratinolytic activity was increased approximately 3.38 fold by 
condition optimization of the medium, indicating the importance of environmental conditions. 
In the study, the strain with high keratinolytic activity was suggesting its potential use in 
biotechnological.
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  ۱۳۹۸، پاییز ۴، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                 فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

، جداشده از FUM1 یبوم هیجدا ییشناسا
 یمیآنز تیاطراف مشهد و بهبود فعال یهایمرغدار 
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 و منابع یکشاورز  سیپرد ،یدانشکده کشاورز  ،یوتکنولوژ یب یگروه کشاورز 
  رانیدانشگاه تهران، کرج، ا یعیطب

  
  چکيده

شود که شامل پر، تولید میها سالانه مقادیر زیادی پسماند از مرغداریاهداف: 
پَر از پروتئین کراتین و مابقی آن از لیپید و  %۹۰استخوان، خون و غیره است. 

ها مترین و پرکاربردترین آنزیآب تشکیل شده است. آنزیم کراتیناز یکی از متنوع
شود. کراتیناز برای مقاصد مختلف ها تولید میاست که توسط میکروارگانیزم

	کاربرد دارند.
بررسی و  FUM-1در این پژوهش فعالیت کراتینولیتیک جدایه ها: مواد و روش

سازی شرایط کشت برای تولید آنزیم کراتیناز صورت گرفت. جدایه براساس بهینه
 rRNA	16Sشناسی و بیوشیمیایی و مولکولی با استفاده از ژن خواص ریخت

ازی آن لیت کراتینشناسایی شد. سپس فعالیت پروتئازی جدایه بررسی و با فعا
مورد مقایسه قرار گرفت. میزان فعالیت کراتینازی جدایه در شرایط مختلف بررسی 
شد. در انتها توانایی رشد جدایه در بستر انواع کراتین (آلفا و بتا) نیز بررسی و نوع 

  آنزیم کراتیناز مشخص شد.
شان داد ن شناسینتایج تعیین توالی و شناسایی بیوشیمیایی و ریختها: یافته

	Bacillus) باسیلوس موجاونسیسبا باکتری  %۹/۹۹قرابت  FUM-1که جدایه 

mojavensis) سازی فاکتورهای دما، دوره گرماگذاری، دارد. بهینهpH منابع ،
کربن و نیتروژن، هوادهی و مقدار تلقیح باکتری نشان داد که جدایه در شرایط 

 %۳، %۱منبع کربن ساکارز  ،pH=۵/۹با  ᵒC۳۷ساعت گرماگذاری در دمای ۴۸
و مقدار  rpm۱۵۰از ارلن نسبت به کل حجم آن با دور  %۷۵سوبسترا، هوادهی 

(حجمی/حجمی) بهترین فعالیت کراتینولیتیک را داشت. هیچکدام  %۴-۶تلقیح 
  بود. βاز منابع نیتروژن اثر مثبت نداشت. همچنین آنزیم کراتیناز از نوع 

 ۳۸/۳موجب افزایش  FUM-1ط کشت جدایه سازی شرایبهینهگیری: نتیجه
سازی است. در دهنده اهمیت بهینهبرابری فعالیت کراتینولیتیک شد که نشان

کارگیری در فرآیندهای این پژوهش جدایه با فعالیت مناسب توانایی به
  بیوتکنولوژیکی را دارد.

  سازی، باسیلوسپر، کراتیناز، بهینهها: کلیدواژه

  
  ۲۹/۸/۱۳۹۷ تاريخ دريافت:
  ۲۵/۲/۱۳۹۸ تاريخ پذيرش:

  m.r.sharifmoghadam@gmail.com: نويسنده مسئول*

  

	مقدمه
توجهی پسماند از صنایع مرغداری و طیور تولید سالانه مقادیر قابل 

ها شود که بیشتر شامل پر، استخوان و خون هستند. طبق تخمینمی
جهان تولید تن از این پسماندها در میلیون۵/۸هر ساله بیش از 

. این ضایعات عمدتاً به پودر 1]‐[3شود و پر بیشترین سهم را دارندمی
شوند که این امر موجب ایجاد اثرات نامطلوبی تبدیل شده و دفع می

های زیست شده است و علاوه بر این موجب انتشار بیماریدر محیط 
مختلفی مانند کلروزیس، مایکوپلاسموزیس و همچنین وبای مرغی 

بنابراین . 4]‐[6های زیادی شده است شوند و این موجب نگرانیمی
ها در نظر نیاز است که رویکردهای جدیدی برای کاهش این آلودگی

پَر، از کراتین تشکیل شده است. کراتین پروتئین  %۹۰گرفته شود. 
ای از طور گستردههای بتا است که بهفیبری نامحلول غنی از مارپیچ

سولفیدی، هیدروژنی و باندهای هیدروفوبیک اتصالات عرضی دی
تیک های پروتئولیاند، بنابراین به تجزیه توسط آنزیمتشکیل شده

. در طبیعت [8	,7](تریپسین، پاپائین، پپسین) بسیار مقاوم هستند
ها پسماندهای حاوی کراتین توسط طیف وسیعی از میکروارگانیزم

. [9]شوندتخریب شده و موجب کاهش آلودگی محیط زیست می
های از میکروارگانیزم قابلیت استفاده از کراتین در هر دو گروه

شود و در تمام نقاط جهان اعم از پروکاریوت و یوکاریوت دیده می
هوازی های آبگرم چه هوازی و چه بیقطب جنوب و چشمه

. کراتینازها یکی از [10]اندموجودات کراتینولیتیک جداسازی شده
ج ار ها عمدتاً خها هستند. این آنزیمترین و پرکاربردترین آنزیممتنوع

سلولی و القایی بوده و در محیط کشت حاوی کراتین ترشح 
ها، یک محدوده حرارتی پایدار بین طور کلی این آنزیم. به[8]شوندمی
Cᵒ۶۰-۴۵ توانند در این محدوده بهترین فعالیت را دارند که می

. آنزیم کراتیناز، جزء پروتئازها است که عمدتاً به [9]داشته باشند
. [11]کندیدی در ساختار کراتین حمله میسولفپیوندهای دی

کراتینازهای میکروبی برای مقاصد مختلف از جمله مصارف دارویی، 
سازی، صنعت نساجی، کود کشاورزی، مواد موزدایی در صنایع چرم

	,2]شوینده و پزشکی کاربردهای زیادی دارند . در حال حاضر [12
جر به تقاضای افزایش آگاهی درباره کاربردهای مهم کراتیناز من

بیشتر آنها شده، این در حالی است که دستیابی به آن بسیار محدود 
ناز های کراتیاست. برای غلبه بر این مشکلات، پیشرفت در پژوهش

ها و تولید بیشتر کراتیناز و همچنین باید در جهت بهبود ویژگی
وجو برای پیداکردن کراتینازهای جدید با اختصاصیت جست

ها یکی از عوامل بسیار . میکروارگانیزم[2]تر باشددهسوبسترای گستر 
ارزشمند در تولید تجاری این آنزیم هستند و برای رشد و تولید آنزیم، 

گیرند، در نتیجه شدت تحت تاثیر شرایط محیطی قرار میبه
سازی عوامل محیطی و پارامترهای کشت، نیاز اولیه و ضروری بهینه

  .[14	,13]یندهای زیستی استدر تولید موفق آنزیم طی فرآ
 FUM-1هدف از این پژوهش بررسی فعالیت کراتینولیتیکی جدایه 

سازی شرایط های اطراف مشهد و بهینهشده از مرغداریجداسازی
کشت برای تولید آنزیم کراتیناز بود. پس از شناسایی بیوشیمیایی 



 ۵۲۹ ی...میآنز تیاطراف مشهد و بهبود فعال یهای، جداشده از مرغدار FUM1 یبوم هیجدا ییشناساـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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و مولکولی جدایه، فعالیت پروتئازی آن بررسی و میزان فعالیت 
  کراتینازی جدایه در شرایط مختلف بهینه شد.

  

  هامواد و روش
موجود در آزمایشگاه  FUM-1در مطالعه تجربی حاضر از جدایه 

میکروبیولوژی دانشکده علوم دانشگاه فردوسی مشهد که از 
های اطراف مشهد جداسازی شده بود، استفاده شد. برای مرغداری

صورت خطی کشت داده آگار بهاطمینان از خلوص در محیط نوترینت
منتقل شد. پس از اطمینان از خلوص باکتری،  ᵒC۳۷و به انکوباتور 

  حاضر مورد استفاده قرار گرفت.در پژوهش 
: شناسایی اولیه با استفاده FUM‐1شناسایی بیوشیمیایی جدایه 

آمیزی اسپور و همچنین آزمون کاتالاز انجام از واکنش گرم و رنگ
های بیوشیمیایی مصرف نشاسته، دکستروز، شد. سپس آزمون

میلک، ، لیتموس%۱۰و  %۵لاکتوز، ساکارز، ژلاتین، اوره، تحمل نمک 
  ، تولید ایندول و حرکت بررسی شدند.MRVPآهن آگاردار،  -لیزین

باکتری با روش جوشاندن استخراج  DNAشناسایی مولکولی جدایه: 
. برای شناسایی مولکولی [15]منظور بررسی کیفیت الکتروفورز شدو به

 1492Rو  27fاز پرایمر عمومی  PCRجدایه و انجام واکنش 
با استفاده از کیت مسترمیکس  PCRواکنش  استفاده شد.

مولار؛ میلی۵/۱آمپلیکون (آمپلیکون؛ دانمارک) حاوی کلریدمنیزیم 
 pHمولار با میزان میلیHCL ۱۰-مولار؛ تریسمیلی۳۰کلریدپتاسیم 

 DNAمیکرومولار؛ ۲۵۰فسفات ؛ دئوکسی نوکلئوتیدتری۹برابر با 
میکرولیتر انجام شد که ۲۵واحد) در حجم نهایی پلیمراز یکتک

میکرولیتر از هر یک از آغازگرهای DNA ،۶۵/۰میکرولیتر ۲شامل 
میکرولیتر آب دیونیزه و ۵۸/۱۰پیکومول)، ۱۰رفت و برگشت (

میکرولیتر از بافر مسترمیکس بود. واکنش در دستگاه ۵۸/۱۰
مریکا) با شرایط زیر انجام شد: سایکلر (بیورد؛ ایالات متحده آترمال

سیکل  ۳۰ثانیه؛ C۹۵ ،۱۲۰°سازی اولیه در دمای واسرشت
ثانیه؛ سنتز C۵۴ ،۳۰°ثانیه؛ اتصال آغازگر C۹۵ ،۳۰°سازی واسرشت

، C۷۲°ثانیه و سپس گسترش نهایی C۷۲ ،۹۰°قطعه مورد نظر 
الکتروفورز و  %۱روی ژل آگاروز  PCRثانیه؛ سپس محصول ۴۲۰

  بررسی شد.
منظور تعیین توالی به شركت ماکروژن کره جنوبی به :تعیین توالی

های موجود در ارسال شد. قرابت فیلوژنتیکی جدایه با سویه
مورد بررسی قرار گرفت.  Ez‐Taxonو  NCBIهای اطلاعاتی پایگاه

	MEGAافزار آمده با استفاده از نرمدستهای بهآنالیز داده و  7
انجام شد. همچنین  MUSCLEافزار ا نرمها براستاسازی توالیهم

ها بندی توالیدسته Neighbour‐joiningبا استفاده از الگوی 
  صورت گرفت و درخت فیلوژنی آن رسم شد.

فاده عنوان سوبسترا استدر این آزمایش از پَر صنعتی به تهیه پودر پر:
ساعت تحت تیمار با ۵شد. برای حذف لیپید موجود در پَر صنعتی، 

نده قرار داده شد و سپس طی چند مرحله برای حذف شوینده با شوی
 C۳۷°وشو در آون وشو داده شد. پس از شستآب مقطر شست

؛ meal )Retsch	mixerمدت یک روز خشک شده و با دستگاه به

  آلمان) پودر شدند.
رای بتعیین فعالیت اولیه پروتئولیتیک و کراتینولیتیک جدایه: 

پروتئازی، در ابتدا آزمون پروتئاز در محیط کشت اطمینان از فعالیت 
و پس از اطمینان از  [16]انجام شدآگار (مرک؛ آلمان) میلکسکیما

منظور تایید و تعیین فعالیت کراتینازی در فعالیت پروتئازی، به
و با  سیسی۵۰محیط کشت اختصاصی مایع حاوی پر به حجم 

۵/۷pH= ,10]کشت شد	اختصاصی مایع حاوی پر . محیط کشت [17
(FMB)  برای بررسی فعالیت کراتینولیتیکی جدایه به کار رفت که

  به روش زیر تهیه شد:
)، ۵/۰کلرید (ازای گرم بر لیتر استفاده شدند: سدیممقادیر به
)، ۴/۰فسفات (هیدروژن)، پتاسیم۱/۰آبه (۶کلرید منیزیم
پَر در یک لیتر آب مقطر حل  %۱) و ۳/۰فسفات (هیدروژندیپتاسیم

. برای تهیه محیط جامد [8]تنظیم و استریل شد ۵/۷آن در  pHو 
اضافه شد. از کشت شبانه جدایه  [17]آگار %۵/۱به محیط فوق 

FUM‐1 (حجمی/حجمی)  %۲فارلند به میزان مکبا کدورت نیم
قرار  C۳۷°و دمای  rpm۱۵۰تلقیح و در انکوباتور شیکردار با دور 

  شد. داده
ه میزان فعالیت کراتینولیتیک جدای سنجش فعالیت آنزیم کراتیناز:

با  ۱۹۶۸و همکاران در سال  یو با استفاده از پودر پَر براساس روش
گرم از پودر پَر میلی۲۰کمی تغییر صورت گرفت، به این صورت که 

میکرولیتر ۱۰۰مخلوط و  =۸pHبا  HCl -میکرولیتر بافر تریس۸۰۰با 
انکوبه  C۳۷°ساعت در دمای مدت یکسوپرناتانت آنزیم اضافه و به

ر عنوان کنترل منفی در نظشدند. محیط کشت بدون باکتری نیز به
. برای سنجش فعالیت آنزیم کراتیناز علاوه بر [16]گرفته شد

وان عنآزوره و کازئین از خود پر پودر شده نیز بهآزوکراتین، کراتین
منظور شود. در این پژوهش نیز از پودر پر بهسوبسترا استفاده می

  سنجش فعالیت استفاده شد.
 ۰۱/۰یک واحد از فعالیت آنزیم کراتیناز به افزایش خوانش از مقدار 

ر محلول لیتمیلینانومتر نسبت به نمونه کنترل منفی در یک۲۸۰در 
شده ری تعریف ساعت گرماگذازمان یکعصاره خام آنزیمی و مدت

  است.
منظور بهبود فعالیت به سازی شرایط محیط کشت:بهینه

ر سازی شرایط کشت به روش یک متغیکراتینولیتیکی جدایه، بهینه
صورت گرفت. به این صورت که ابتدا یکی از شرایط  در یک زمان

شده و سپس شرایط آزمایش بعدی براساس مرحله قبل بهینه 
  طراحی شد.

و  ۵۵، ۵۰، ۴۵، ۴۰، ۳۷، ۳۰، ۲۰در این مرحله فاکتورهای دما (
°C۶۰) ساعت)، منابع مختلف ۹۶و  ۷۲، ۴۸، ۲۴)، دوره گرماگذاری

کربن (لاکتوز، فروکتوز، گلوکز، دکستران، ساکارز و نشاسته)، منابع 
آمونیوم سدیم، نیتراتمختلف نیتروژن (پپتون، عصاره مخمر، نیترات

 ۵/۳، ۳، ۵/۲، ۲، ۵/۱، ۱، ۵/۰)، درصد سوبسترا (%۱ کلراید؛و آمونیوم
) در ارلن انجام شده است، به این %۷۵و  ۵۰، ۲۵)، هوادهی (%۴و 

 ها تغییر داده شدصورت که مقدار محیط کشت نسبت به حجم ارلن
) مورد بررسی قرار x۶و  x۱ ،x۲ ،x۳ ،x۴ ،x۵و میزان تلقیح باکتری (
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صی مایع حاوی پَر، استریل و صورت که محیط اختصاگرفت. بدین
ر یک فارلند تلقیح شد. همکسوسپانسیون باکتریایی با غلظت نیم

از فاکتورهای محیطی مرحله به مرحله با دو تکرار بررسی شدند و 
ر منظوبهآمده در نمودار قرار گرفت. در انتها دستمیانگین اعداد به
آنالیز آماری با داربودن تاثیر هر یک از فاکتورها، بررسی معنی
  گرفت.صورت  ANOVAبه روش  16	SPSSافزار استفاده از نرم

 گیری کمیبرای اندازه گیری کمی فعالیت پروتئازی جدایه:اندازه
فعالیت پروتئازی جدایه، ابتدا در محیط اختصاصی مایع پَر با 

۵/۹pH=  کشت داده و در دمای°C۳۷  گرماگذاری شد؛ سپس طی
یری گساعته با استفاده از کازئین فعالیت آن اندازه۲۴با فواصل  ۴۸

 تریس(وزنی/حجمی) کازئین را در بافر  %۵/۰شد. به این صورت که 
زن مغناطیسی حل نموده و سپس مولار، روی هممیلی۵۰با غلظت 

pH  میکرولیتر از محلول آنزیمی حاصل ۱۰۰تنظیم شد.  ۵/۷آن در
رولیتر محلول کازئین در میک۱۰۰از کشت سانتریفیوژشده را با 

دقیقه گرماگذاری در ۱۰لیتر ریخته و پس از میلی۵/۱میکروتیوپ 
برای  (TCA) %۱۰اسید کلرواستیکمیکرولیتر تری۳۰۰ دمای اتاق،
قرار گرفت.  C۴°دقیقه در دمای ۱۵سازی آنزیم اضافه شد و غیرفعال

ها سانتریفیوژ و جذب محلول رویی در طول موج میکروتیوپ
  .[18]گیری شدانومتر اندازهن۲۸۰

الیت منظور بررسی رشد و فعبه بررسی سوبستراهای مختلف کراتینی:
(موی انسان و پر شترمرغ)،  βو  αباکتری در سوبستراهای کراتینی 

سوبسترا (موی  %۱بهینه و  pHمحیط کشت اختصاصی مایع با 
عنوان منبع کربن و نیتروژن تهیه و پس از انسان و پر شترمرغ) به

 %۲فارلند به مقدار مکتلقیح باکتری با کدورت نیم
گرماگذاری شدند.  rpm۱۵۰(حجمی/حجمی)، در دمای بهینه و دور 

ساعت انکوبه، ۴۸سنجش فعالیت آنزیم در روز دوم و پس از 
بت به فعالیت باکتری در سوبسترای پَر گیری و مقدار آن نساندازه

  مرغ مقایسه شد.

  
  هایافته

کازئیناز مثبت  FUM‐1های اولیه مشخص شد که جدایه در بررسی
آگار است. میلکبوده و قادر به ایجاد هاله شفاف در محیط اسکیم

گیری فعالیت کراتینازی، به محیط کشت مایع منظور اندازهبه
دارای  FUM‐1اختصاصی حاوی پَر منتقل و مشخص شد که جدایه 

ساعت ۴۸لیتر) طی واحد بر میلی۷/۵۶۰فعالیت کراتینولیتیکی 
  ). ۱ل گرماگذاری است (شک

آمیزی گرم، اسپور و آزمون کاتالاز نشان داد که جدایه از نتایج رنگ
‐Ezیابی در پایگاه داده توالی جنس باسیلوس است. براساس نتایج

taxon  1مشخص شد جدایه-FUM ۹/۹۹%  باسیلوس با
	Bacillus) موجاونسیس mojavensis)  تشابه دارد و درخت

های همچنین نتایج آزمایش). ۲فیلوژنی آن ترسیم شد (شکل 
  )، نتایج تعیین توالی را تایید کرد.۱بیوشیمیایی (جدول 

بررسی مقدار فعالیت کراتینولیتیک در دماهای مختلف نشان داد 
بیشترین فعالیت را دارد (نمودار  C۳۷°در دمای  FUM-1که جدایه 

الف). مقدار فعالیت کراتینولیتیک جدایه در دمای بهینه برای  -۱
ها گویای گیریساعت سنجیده شد و اندازه۲۴چهار روز، با فواصل 
ساعت بیشترین تولید را دارد و بعد از آن ۴۸آن بود که جدایه در 
  ب). -۱یابد (نمودار تولید کاهش می

  

	
)، محیط a( آگارمیلکتصاویر مربوط به فعالیت جدایه در محیط اسکیم )١شکل 

  (c)و محیط کشت مایع  (b)کشت جامد اختصاصی حاوی پَر 
  

	
  FUM‐1ترسیم درخت فیلوژنی جدایه  )٢شکل 

  
	FUM‐1های بیوشیمیایی جدایه نتایج آزمون )١جدول 

  آگارآیرونلیزین  میلکلیتموس  تولید ایندول	هیدرولیز نشاسته  آزاوره  ژلاتیناز  کاتالاز  آزمون افتراقی

FUM‐1  +	+	-	+	-	Alk/P	دآمیناسیون/دکربوکسیله	
  %٥نمک   %١٠نمک 	حرکت	MR  VP  ساکارز  لاکتوز  دکستروز  آزمون افتراقی

FUM‐1  +	-	+  +	‐  ‐	+	+	
	) به معنای عدم توانایی جدایه است.-دهنده توانایی جدایه و تولید آنزیم مورد نیاز و علامت (*علامت (+) نشان
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(پ)، منبع کربن (ت)، مقدار درصد منبع کربن (ج)، منبع نیتروژن (ح)، درصد سوبسترا  pHسازی فاکتورهای دما (الف)، دوره گرمادهی (ب)، فاکتور نتایج بهینه )١نمودار 

  سازی مقدار هوادهی (د)، مقدار تلقیح (ذ)(خ)، بهینه
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) pH )۱۱-۶میزان فعالیت کراتینولیتیک جدایه در مقادیر مختلف 
آمده نشان داد که جدایه در دستمورد آزمایش قرار گرفت و نتایج به

۵/۹pH=  بیشترین عملکرد را در تولید کراتیناز دارد و تولید آنزیم
  پ). -۱افزایش یافت (نمودار  %۶/۳۷کراتیناز توسط باکتری 

بررسی اثر منابع مختلف کربنی (لاکتوز، فروکتوز، گلوکز، دکستران، 
ساکارز و نشاسته) بر تولید آنزیم نشان داد که با افزودن قند ساکارز 

-1و فروکتوز به محیط کشت میزان فعالیت کراتینولیتیکی جدایه 
FUM یابد، اما قند ساکارز اثر بهتری داشت و باعث افزایش می

ت). بنابراین  -۱الیت کراتینولیتیکی شد (نمودار فع %۴/۳۷افزایش 
، ۷۵/۰، ۵/۰، ۲۵/۰در مراحل بعدی کار، درصدهای مختلفی از ساکارز (

وزنی/حجمی) بررسی شد و نتایج نشان داد که  ۵/۲%، ۲، ۵/۱، ۱
ساکارز به محیط کشت موجب افزایش یکسان  %۲و  ۱افزودن 

داری وجود ندارد، در یشود و بین آنها اختلاف معنفعالیت آنزیم می
ساکارز به محیط کشت اضافه شد (نمودار  %۱نتیجه برای ادامه کار 

سدیم، ج). بررسی اثر منابع نیتروژنی (پپتون، عصاره مخمر، نیترات -۱
مشخص کرد  FUM-1کلراید) برای جدایه آمونیوم و آمونیومنیترات

ناز کراتی تنها موجب افزایش تولیدکه افزودن منابع نیتروژنی نه
شوند بلکه موجب کاهش فعالیت جدایه شده و بیانگر این است نمی

تواند نیاز نیتروژن خود را تامین کند (نمودار که جدایه از پَر تنها می
ح). از آنجایی که آنزیم کراتیناز یک آنزیم القایی است افزایش  -۱

یک  زتواند باعث افزایش فعالیت آنزیم شود ولی ادرصد مقدار پَر می
دلیل اختلال در هوادهی و افزایش ویسکوزیته غلظتی به بالا به

منظور درصدهای مختلفی از سوبسترا محیط اثر معکوس دارد بدین
در مقدار  FUM-1آزمایش شد و نتایج نشان داد که جدایه 

بیشترین عملکرد را دارد و با افزایش سوبسترا  %۳سوبسترای 
افزایش یافت  %۹/۵۸مقدار  فعالیت کراتینولیتیکی باکتری به

  خ). -۱(نمودار 
 %۲۵و  %۵۰، %۷۵میزان فعالیت کراتینولیتیک جدایه در مقادیر 

بررسی  rpm۱۵۰هوادهی در ارلن با گرماگذاری در شیکر انکوباتور 
فعالیت ، بهترین هوادهی را  %۷/۶با افزایش  %۷۵شد و هوادهی 

  د). -۱فراهم کرد (نمودار  FUM-1برای جدایه 
اثر مقادیر مختلف تلقیح بر میزان رشد و فعالیت کراتینولیتیک 

ذ نشان داده شده است. میزان فعالیت  -۲در نمودار  FUM-1جدایه 
 ۱۸۹۸حجمی/حجمی)،  x۳ )۶%در میزان تلقیح  FUM-1جدایه 

فعالیت همراه بود (نمودار  %۸/۸لیتر بوده و با افزایش واحد بر میلی
  ذ). -۱

: میزان فعالیت FUM‐1و نوع سوبسترا جدایه فعالیت پروتئازی 
گیری شد تا با مقدار فعالیت اندازه FUM-1پروتئازی جدایه 

نشان داده شده  ۲کراتینازی مقایسه شود. نتایج که در جدول 
فعالیت آنزیم مربوط به کراتیناز است.  %۷۸کند که مشخص می

در محیط کشت اختصاصی حاوی  FUM-1همچنین فعالیت جدایه 
کراتین (پَر شترمرغ) بررسی و -βکراتین (مو) و -αسوبسترای 

-αقابلیت خیلی کمتری در تجزیه  FUM-1مشخص شد که جدایه 
  ).۲کراتیناز است (نمودار -βکراتین دارد و آنزیم تولیدشده از نوع 

‐FUMبررسی فعالیت پروتئازی و مقایسه با فعالیت کراتینازی جدایه  )٢جدول 

1	
	ساعت٤٨  ساعت٢٤  زمان
  پروتئازکراتیناز  پروتئاز  کراتیناز	لیتر)(واحد بر میلی مقدار فعالیت جدایه

FUM‐1	٣٤٦	٥٤٤	٧٨٠	٩٩٣	

  

	
کراتین) و  -روی انواع سوبسترا؛ مو (آلفا FUM-1بررسی فعالیت جدایه  )٢نمودار 

  کراتین) -پَر شترمرغ (بتا
  

  بحث
های باسیلوس از نظر تولید پروتئازهای ها، گونهاز میان باکتری

ترین آنها که از مهم [19]ای دارندقلیایی خارج سلولی اهمیت ویژه
تواند مواد زائد کراتینی را به توان کراتینازها را نام برد که میمی

. در این پژوهش [20]منابع ارزشمند اسیدهای آمینه تبدیل کند
های که از زائدات مرغداری FUM‐1فعالیت کراتینولیتیکی جدایه 

 مشهد جداسازی شده بود با استفاده از پودر پر بررسی و مشخص
لیتر) قادر به تجزیه پَر واحد بر میلیFUM‐1 )۷/۵۶۰شد که جدایه 

است. در بررسی بیوشیمیایی و مولکولی مشخص شد که جدایه 
FUM‐1  باسیلوس با  %۹/۹۹از جنس باسیلوس است و

و  گووارتانانهای مشابه شباهت دارد. در پژوهش موجاونسیس
همکاران طی غربالگری کیفی با استفاده از محیط کشت 

ای از جنس باسیلوس جداسازی کردند و در میلک جدایهاسکیم
واحد ۷۸۰گیری کمی با استفاده از پودر پَر، مقدار فعالیت آن را اندازه

RO‐باسیلوس موجاونسیس . باکتری [16]لیتر اعلام کردندبر میلی

H‐1 و همکاران از صحرای موجاوه در  برتسروبار توسط برای اولین
متحده جداسازی و شناسایی شد. این باکتری گرم مثبت، ایالات 
ای شکل، اسپوردار، هوازی، متحرک، قادر به تجزیه کازئین میله

تواند هیدرولیز کند و متفاوت با است، ولی اوره و تریپتوفان را نمی
	.B)های باسیلوس آمیلو لیکویی فاشینز گونه

amyloliquefaciens) ،باسیلوس آتروفائوس (B.	atrophaeus) 
  .[21]است )subtilis	B.( باسیلوس سوبتیلیسو 
منظور افزایش فعالیت کراتینولیتیکی جدایه شرایط کشت باکتری به

برای  pHسازی شد. نتایج نشان داد بهترین دما و بررسی و بهینه
زی ساترتیب است. در نتیجه بهینهبه =۵/۹pHو  ᵒC۳۷تولید آنزیم 

افزایش یافت. همچنین نتایج  %۶/۳۸شرایط فوق میزان تولید آنزیم 
ک تواند یمشخص کرد کراتیناز تولیدی در گروه قلیایی بوده و می

نامزد بالقوه برای کاربردهای بیوتکنولوژیکی در آینده باشد. در 
	.B) فورمیسباسیلوس لیکنیای مشخص شد که باکتری مطالعه



 ۵۳۳ ی...میآنز تیاطراف مشهد و بهبود فعال یهای، جداشده از مرغدار FUM1 یبوم هیجدا ییشناساـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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licheniformis) شده از فاضلاب کارخانه فرآوری طیور جداسازی
به حداکثر فعالیت  ᵒC۳۷ساعت گرماگذاری در دمای ۴۸بعد از 

 گوارتانان. همچنین در کاری مشابه [22]رسدکراتینولیتیک خود می
سازی شرایط کشت گونه باسیلوس نشان دادند و همکاران با بهینه

  .[16]بهترین عملکرد را در تجزیه پَر دارد pH=۹که باکتری در 
نتایج تحقیقات نشان داده است که در بعضی موارد با افزودن یک 

ان میزان تومنبع کربوهیدراتی و نیتروژنی به محیط رشد باکتری می
. به این منظور در [23]فعالیت کراتینولیتیکی باکتری را افزایش داد

 کربوهیدراتی (لاکتوز، فروکتوز، گلوکز،این پژوهش از منابع مختلفی 
دکستران، ساکارز و نشاسته) استفاده و تاثیر آن روی تولید آنزیم 

ساکارز به محیط کشت فعالیت  %۱بررسی و مشخص شد با افزودن 
یابد. همچنین فروکتوز نیز با اثر کمتری افزایش می %۴/۳۷آنزیم 

ابه در کاری مشباعث افزایش فعالیت کراتینولیتیکی جدایه شد. 
اعلام  .sp	Bacillusسازی منبع کربن برای و همکاران با بهینه کازاز

مانیتول موجب افزایش تولید آنزیم کراتیناز  %۱کردند که افزودن 
، اما تاکنون هیچ گزارشی مبنی بر اثر مثبت ساکارز [24]شده است

عنوان منبع کربن بر تولید آنزیم کراتیناز اعلام نشده است. بررسی به
اثر منبع نیتروژنی روی جدایه نشان داد که هیچکدام از منابع 

رد که توان استناد ککاررفته بر تولید آنزیم اثر افزایشی ندارد و میبه
کند. با نوان تنها منبع نیتروژن استفاده میعجدایه از پَر، به

 %۵۸فعالیت آن  FUM‐1سازی درصد سوبسترا برای جدایه بهینه
بودن تولید آنزیم در جدایه است اما افزایش یافت که نشان از القایی

دلیل ایجاد اختلال در هوادهی اثر منفی داشت. های بالاتر بهغلظت
قیح ، درصد سوبسترا و مقدار تلسازی منبع کربنمقایسه نتایج بهینه

با نتایج منابع مشابه نشان داد که جدایه  FUM‐1باکتری در جدایه 
یک باکتری توانمند با شرایطی متفاوت و توانایی بالا در تجزیه پَر 
است. در بیشتر منابع نشان داده شده است که در درصدهای بالای 

	,25]ندمناسب نیستها قادر به تجزیه و فعالیت سوبسترا، باکتری ۲%

های بالاتر دارای فعالیت در غلظت FUM‐1؛ در حالی که جدایه [26
  سوبسترا داشت.  %۳مناسب بوده و بهترین عملکرد را در مقدار 

بررسی فعالیت پروتئازی جدایه و مقایسه با مقدار فعالیت 
فعالیت پروتئازی  %۵/۷۸کراتینولیتیک آن، نشان داد که تقریباً 

وط به فعالیت کراتینولیتیک آن است. مقایسه درصد باکتری مرب
سازی نشان از اهمیت افزایش تولید کراتیناز در هر مرحله از بهینه

سازی سوبسترا در تولید آنزیم کراتیناز است. بررسی اثر زیاد بهینه
آنزیم روی سوبستراهای مختلف نشان داد که این تفاوت در تخریب 

ها یات آنزیم کراتیناز در جدایهبسترهای مختلف بستگی به خصوص
  .[28	,27]دارد

های این مطالعه کمبود بودجه پژوهشی و امکانات لازم برای از محدودیت
ود. سازی آنزیم بمنظور بررسی، تولید و بهینهانجام مطالعات مولکولی به

 های مختلف صنعتی،با توجه به کاربردهای وسیع آنزیم کراتیناز در حوزه
شود تحقیقات بیشتری در جهت زیست پیشنهاد می پزشکی و محیط

های کراتینولیتیک بومی و همچنین جداسازی و شناسایی میکروارگانیزم
  سازی تولید آنزیم انجام شود.بهینه

  

  گیرینتیجه
ها بالاترین تشابه جداشده از زائدات مرغداری FUM‐1جدایه 

داشت. در بررسی اثر  باسیلوس موجاونسیس) را با ۹/۹۹%(
فاکتورهای مختلف محیط کشت روی فعالیت کراتینولیتیکی جدایه 

FUM‐1  مشخص شد که فاکتور درصد سوبسترا بیشترین تاثیر را
سازی این عامل میزان تولید آنزیم روی تولید آنزیم دارد و با بهینه

و منبع کربن  pHافزایش یافت. سایر فاکتورها مانند  %۵۸کراتیناز 
فعالیت کراتینولیتکی جدایه را افزایش  %۳۷وانستند بیش از ت

های قابل دهند. همچنین مشخص شد این جدایه دارای ویژگی
سوبسترا  %۳قلیایی و قابلیت تجزیه  pHتوجهی همچون فعالیت در 

نشان  FUM‐1قلیایی آنزیم کراتیناز جدایه  pHرا دارد. فعالیت در 
نایع کارگیری در صاسبی را برای بهدهد که این جدایه پتانسیل منمی

مختلف مانند صنعت مواد شوینده و صنعت چرم دارد. با بررسی 
تاثیر آنزیم روی سوبستراهای مختلف مشخص شد آنزیم کراتیناز 
این جدایه قادر به تجزیه کراتین نوع بتا است و یک بتاکراتیناز 

زودن و با افاست. این جدایه برای رشد به منبع نیتروژن نیازی ندارد 
توان تولید آنزیم را افزایش داد. فعالیت کراتینولیتیک ساکارز می

 ۳/۱۸۸۹به  ۷/۵۶۹متغیره، از سازی به روش تکجدایه پس از بهینه
برابر، تولید آنزیم افزایش  ۳۸/۳افزایش یافت که تقریباً به میزان 

  یافته است.
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