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Abstract 

Objective: Keratinase enzyme produced by different strains of 

bacteria, fungi, and algae is used to break down crude keratin, produce 

animal and poultry feed. Due to practicality and economy, the use of 

keratinase for feather decomposition is better than physical and 

chemical methods. The purpose of this study was to optimize the 

conditions according to the factors in keratinase production, which was 

carried out using the probiotic Bacillus licheniformis. 

Materials and methods: This experimental-laboratory study was 

conducted in 2021 on chicken slaughterhouse waste. Heat and alcohol 

treatment and polymerase chain reaction (PCR) were used to isolate 

Bacillus licheniformis (B. licheniformis) strains. To optimally check 

keratinase activity, precipitated was done by the ammonium sulfate 

method. Comparison of the mean changes and standard deviation of 

keratinase rate before and after optimization was done with Tukey's 

one-way analysis of variance and post hoc test, data analysis was also 

done by SPSS-26 (p<0.05). 

Findings: The keratinase activity of B. licheniformis strain PVKR15 

was higher than other strains (85.57 ± 0.64 units/ml). The total 

keratinase activity after optimization was 800 units/ml and before 

optimization was 500 units/ml. pH, temperature, heating time, creatine 
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source, and creatine concentration to optimize conditions respectively; 

11, 37 degrees Celsius, 72 hours, and azocreatine at a concentration of 

10 g/l. There was a significant difference between the keratinase 

activity of B. licheniformis PVKR15 with pH, temperature, creatine 

source, creatine concentration, and incubation time (p<0.05). 

Conclusion: B. licheniformis PVKR15 will have a useful and 

effective role in the growth of animals to break down keratin as a 

probiotic supplement for livestock and poultry feed. 

Keywords: Bacillus licheniformis, Optimization, Keratinase, 

Animal and Poultry Feed, Iau Science  
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 چکیده

انزیم کراتینتد تولید شده توم  مویه هتی متتلا) عاتکتری، قاتر  و جل اک جنات       :هدف

تجزیه کراتین ختم، تولید خوراک دام و بیور امتهتده مای شاود. عاه علات کاترعردی و اقتصاتدی       

 .هتی فیزیکی و شیمیتیی، عنتر می عتشاد عود ، امتهتده اد کراتینتد جنت تجزیه پر، نس ت عه روش 

شرای  عت توجه عه فتکتورهتی موجود در تولید کراتینتد عود که عات   عنینه متدیهدف اد این مطتلعه، 

 اجرا گردید. پروعیوتیک عتمیلو  لیکنی فورمیسامتهتده اد 

 روی ضاتیعت، کشاتترگته   5435ادمتیشاهتهی در ماتد   -این مطتلعه تجرعی :ها روش و مواد

هاتی   جنات جداماتدی جدایاه   واکنش دنجیره پلیمراد ، و الکلیو  تیمتر گرمتییمرغ، انجتم شد. 

امتهتده شد. جنت عررمی عنینه فعتلیت کراتینتد، رماوب داد  عات روش    یسفورم یکنیل یلو عتم

مولهت، امونیوم انجتم شد. مقتیسه تغییرا، میتنهین و انحراف معیتر میزا  کراتینتد ق ال و ععاد اد   

عنینه متدی عت ادمو  انتلیز واریتنس یک برفه و تعقی ی توکی، و همچنین تجزیه تحلیل داده هت عت 

23 SPSS-   35/3انجتم شد>p.)   

mailto:m.zaboli13799@yahoo.com
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اد ماتیر   ،PVKR15  عتمایلو  لیکنای فاورمیس    جدایاه  ینتدیکرات یتفعتل یزا م: یافته ها

ینتدی کل ععاد اد عنیناه ماتدی،    . فعتلیت کرات(واحد عر میلی لیتر 57/35  34/3 جدایه عیشتر عود 

، دمات، دمات    pHواحاد عار میلای لیتار عاود.       533واحد عر میلی لیتر و اد ق ل اد عنینه متدی  333

درجاه   07، 55گرمتگذاری، من   کراتین و غلظت کراتین جنت عنینه ماتدی شارای  عاه ترتیاب؛     

ت  فعتلیات کراتیناتدی   گارم عار لیتار عاود. میا      53متعت و ادوکراتین در غلظات   72متنتی گراد، 

غلظت کراتین و دمات  گرمتتناه    ،من   کراتین ،دمت، pHعت  PVKR15 عتمیلو  لیکنی فورمیس

 (.p<35/3گذاری، اخت،ف معنی داری وجود داشت  

، جنت تجزیاه کاراتین عاه عناوا  مکمال      PVKR15 عتمیلو  لیکنی فرمیس :گیری نتیجه

 ثری در رشد حیوانت، خواهد داشت.  پروعیوتیکی خوراک دام و بیور نقش مهید و مو

 Iau، عنینه متدی، کراتینتد، خوراک دام و بیور، علم عتمیلو  لیکنی فورمیس ها: کلیدواژه
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 . مقدمه1

گروهی اد انزیم هتی پروتئولیتیاک هساتند کاه قتدرناد پاروتئین       میکروعی پروتئتدهتی قلیتیی

را عت کاتر امادی عیشاتری نسا ت عاه ماتیر       هستند  تجزیههتیی متنند کراتین پر که عه متتی قتعل 

مای   یاد انزیم هتی پروتئتدیکی کراتینتد  .پپسین و پتپتیین هیدرولیز کنند ،پروتئتدهت مثل تریپسین

کراتیناتد عمادتت پیوناد هاتی دی     (. 5، 2تجزیاه مای کناد      عه عنوا  موعساترا  را کراتینکه  عتشد

تینتد عه عنوا  یک مرین پروتئتد نتم عارده مای   . اخیرا اد کرامولهیدی را مورد هدف قرار می دهد

درصد اد توالی ا  مشتعه عت پروتئتد قلیتیی امت، همچنین ایان انازیم توما  مناتر      97شود، دیرا 

ینتد می تواند عاه صاور، یاک پروتئاتد مارین در      کراتکننده هتی مرین پروتئتدی منتر می شود. 

(. پروتئین هتی فی ری  الامتین و 0یتفت شود   ترکیب عت یک پروتئتد میستئین و یک متتلوپروتئتد

غیر فی ری  کتدئین، ژلاتین، ال ومین و مرم گتوی( اد جملاه موعساتراهتی    هتی پروتئینک،ژ ( و 

و  امترپتومتیساس (. این انزیم توم  جل ک هت، قتر  هتیی متنناد جانس   0-5می عتشند   ینتدکرات

قلیتیی و درجه حرار، عاتلا تولیاد مای     pHد در تولی عتمیلو  و  ینومیستاکتجنس  عتکتری هتی

ج ارا    ، جنتهت در تولید امینوامیدهت و پپتیدهت حتصل اد میکروارگتنیسم ینتدامتهتده اد کراتشود. 

 جانس  هاتی  جدایه تعدادی اد .می عتشدکم ود پروتئین عرای تنیه خوراک حیوانت،، حتئز اهمیت 

. یکی اد تحقیقت، انجتم شده در ایان  (3، 7  عتشند می پر تجزیه وقتدر عه تولید پروتئتد  عتمیلو 

 یدهپوما  یپرهات  را روی ینولیتیاک خواص کرات ینعنتر ،A5.3 عتمیلو جنس دمینه نشت  داد که 

مقاتوم  ینتدهات(  پروتئتدهات و کرات   کراتینتدیو  یتییقل یتیکپروتئول یهت یمانزاین عتکتری  نشت  داد.

 ،عتمایلو  لیکنای فاورمیس   در مطتلعه دیهر گزارش شد کاه   .(3  کند یم تولیددر عراعر حرار، 

ی یکای دیهار اد تحقیقات،    هات  (. یتفتاه 9  جنس امت ایندر  ینکننده کرات یهتجز پرکترعردترین

رشاد،   یعارا  ییدمات ومای   محادوده  یاتیی و  تحمال قل  اندومپور، یلتشکنشت  داد که عت توجه عه 

ی مای عتشاد   پروتئتدو  یوتکنولوژیعفعتلیت هتی گزینه خوعی عرای  T5فورمیس  لیکنی یلو عتم

هیادروژنی و عتنادهتی   -ماولهیدی  اتصاتلا، عرضای دی  عات  پاروتئین فی اری،   یک کراتین (. 53 

کاراتین  -عتات  کراتین  مو، نتخن و پشام( و -الهت عه دو گروه عزرگین پروتئ عتشد. اینهیدروفوعیک 

هاتی پروتئولیتیاک معماود متنناد      نازیم کراتین نس ت عه تجزیه توم  اد. شو عندی می  پر( ب قه

هاتی   روش، عناتعراین جنات شکساتن و تجزیاه ا ،     تریپسین، پتپتئین و پپسین عسیتر مقتوم امت

روش هتی مکاتنیکی، فشاتر و حارار، عاتلا     مورد نیتد امت. در  عیولوژیکی، شیمیتیی و مکتنیکی
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امکات  پاذیر مای     ین و متیاونین هتی امینه ضروری متنند لیزتتریب امیدنیتد امت، عنتعراین  مورد

کتهش کیهیت غاذایی و گاوارش ا     یی دارند و عتعثهزینه عسیتر عتلا عتشد. روش هتی مکتنیکی

 که ممی امت. شود مولهید مدیم عرای موددایی امتهتده می نیز هتی شیمیتیی روش. در می عتشد

 یگتدهات  یاد تول سات، ید ی محا  یاب احتمتلاً منجر عه تترنیز  ینو موداند  دم یهتتل یروش هت

 .(9-55و خطرا، احتمتلی مسمومیت کترکنت  می شاود   الودگی دیستی ی، مم یترعس یگلتتنه ا

 یازین، حست  عه حرار، متنند ل یضرور ینهام یدهتیو پتت عت فشتر عتتر، ام یت/قلیدام یدرولیزه

 یار غ ینهام یدهتیام ،یانرژ یتدیاد مصرف مقدار د یرو عه غ عرند یم ینرا اد ع یپتوفت و تر یونینمت

 یکتراماد و عاه راحتا    یترمقرو  عه صرفه، عس یمشده عت انز یزکنش کتتتللذا وا .کنند یم یدتول یمغذ

اردش  یجاه دارد کاه در نت  یاتد ن یکمتار  یو انرژ یمواکنش م، ی امت که معمولاً عه شرا یانتتتع

 یهت ینهدر دم یگسترده ا یدهتکترعر . اد برفی دیهر، مواد کراتینیعتشد یپرهت را عن ود مغذایی 

نشده عاه   یهتصه مواد کراتینی یور،ب ی اد صنت مواد کراتینی یدتول یشمتتل) دارند. عت توجه عه افزا

مرشاتر اد   ماواد کراتینای   شوند. یلت د یندهتوانند عه الا یپروتئتد م یبمقتومت در عراعر تتر یلدل

 یما  یلکود و خوراک دام ت اد  یعرا ین   اردشمندهت هستند که اننت را عه م و پپتو  ینهام یدهتیام

پاردادش   یدجد یهت روش ی،عوامل اقتصتد محیطی و در نظر گرفتن یستد یمنیاعت توجه عه  کند.

دیستی عار امات    هتی  امتهتده اد روش ی امت. عت توجه عه مطتلب ذکر شده،ضرور مواد کراتینی

ماورد توجاه قارار     ستی عیشتر، و هزیناه کمتار  در میزا ، کترایی و امنیت دی کراتینتدهتی میکروعی

 (.  55گرفته امت  

یکای اد پراماتهتده   کراتیناتد  در این دمینه نشت  می دهد کاه   (3-53وجود مطتلعت، متتل)  

افزایش تقتضت عرای تولید ایان انازیم   ترین انزیم هت در صنعت دام و بیور، و تغذیه اننت می عتشد. 

ده امت تت عنینه متدی و روش هتی متتل) تولید این انزیم عتعث شصنعتی هتی دیتد در مقیت  

عت امتهتده اد تغییرا، فتکتورهتی متتل) موثر عر تولید ایان انازیم در محای ، ماورد توجاه قارار       

گیرد. محققت  معی عر این دارند که این انزیم را در مقیت  هتی عاتلا و عات کاترایی عنتاری تولیاد      

جدایه هتی عتکتریتیی که چند خصوصیت کترعردی مهید را در این کنند، اد برفی دیهر عکتر عرد  

تولیاد   یماتد  یناه عندمینه عصور، همزمت  داشته عتشند، عت اردش می عتشد. لذا در این پااوهش،  

مورد عررمی قرار گرفته امات کاه عا،وه عار ختصایت       یسفورم یکنیل یلو عتمکراتینتد توم  

و تاتمین من ا    پار   عود و مای تواناد عا،وه عار تجزیاه      کراتینتدی، دارای خواص پروعیوتیکی نیز
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 پروعیوتیک نیز مورد امتهتده قرار گیرد.    ، عه عنوا  یک من  پروتئین

 . مواد و روش ها2

 . طراحی مطالعه  2-1

  کااااد پتیاااات  نتمااااه:  5435ادمتیشااااهتهی در مااااتد  -ایاااان مطتلعااااه تجرعاااای  

داد اما،می واحاد ایات ال    (، تحت نظار دانشاهته ا  209343953530505345975532233934

 (.  52، انجتم شد  امتت  متدندرا شنر امل،  املی،

 . نمونه برداری2-2

مارغ عناترا  واقا  در     عستر محل ضتیعت، پر در کشاتترگته قسمت هتیی اد  نمونه اد عرداشت

 عطاری  اد بریق 4233امتتندارد ملی شمتره  عر امت مطتعق  هت نمونه شنر قم، امتت  قم انجتم شد.

نموناه  کشاتترگته،   عساتر اد مکات  هاتی متتلا)     ،. ب ق امتتندارد ماذکور انجتم شدهتی امتریل 

 53اعتدا عه تعاداد   .ندعه محل ادمتیشهته انتقتد داده شد متعت 2عرداری انجتم شد و نمونه هت بی 

ماپس توما  قتشاقک    . امتریل عت ترادوی دیجیتتد ود  شادند و یک لیتری ، گرم 023عدد ارلن 

گارم عاه باور     73 کشاتترگته مارغ،  نمونه ختک عساتر   53اد هر  دیر هود عیولوژی، ،امتریلفلزی 

 52  گارم رماید   093مجموع ود  نمونه و ارلن عاه   .و داخل ارلن هت ریتته شد هجداگتنه عرداشت

،3)  . 

 تهیه سوسپانسیون میکروبی از نمونه ها. 2-3

لاوژی حاتوی   وعات مارم فیزی   53عه  5 عت نس ت ود  عه حجم نمونه هت در ارلن هتی جداگتنه،

دقیقاه عاه مومپتنسایو  هات      0مپس شدند. درصد متلوپ و عه خوعی ورتکس  9/3 کلرید مدیم

میلی لیتر اد ماتی  رویای    25 . در مرحله ععد،فرصت داده شد تت ذرا، ختک در اننت ته نشین شود

 شاد. ماپس عات    تریل ریتتاه میلی لیتری ام 53و در یک فتلکو   هعرداشت سیو  را عت ممپلرنمومپت

این محلاود،   .یدمیلی لیتر رم 53عه حجم  همیلی لیتر اب پپتون 25عت ، 5عه  5نس ت حجم عه حجم 

و دیهاری تحات تیماتر عات      ییگرمات  یکی اد اننت تحت تیمتر گشت. عه دو قسمت مستوی تقسیم

 (.52، 50  الکل قرار گرفت

 تیمار گرمایی   .2-3-1

عات کادور،    میلی لیتر 2، توم  ممپلر 53عه  5نس ت حجم عه حجم  اد مومپتنسیو  اولیه، عت

درب  ید.میلای لیتار رما    23میلی لیتر اب پپتونه عاه حجام    53عت  عرداشت شد و نیمه مک فترلند
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گرفات.  درجاه ماتنتی گاراد قارار      35و عه مد، یک متعت در حمتم اعی  فتلکو  عه خوعی عسته

 .عت اب پپتونه، تنیه گردید (53-5-53-53رقت   ریم مپس اد مومپتنسیو  تیمتر شده ده عدد

و در مطح پلیت  تهمیلی لیتر عرداش 533اد هر رقت  ،ععد اد همهن کرد  رقت هت عت ورتکس 

داده شاد   اد هار رقات دو     یکشات چمنا   مرک، المات (   اگتر حتوی محی  کشت  لوریت عرتتنی

درجاه ماتنتی گاراد گرمات      07ی ماتعت در دمات   24 ی تلقیح شده، عه ماد، تکرار ( و محی  هت

و کاتم، اد   شادند ظاتهر   اگاتر  کشت لوریات عرتاتنی   ی هت در مطح مح یتک کلون گذاری شدند.

 یمرحلاه کلاون   یندر اعودند.  یکاد جمله رنگ، قوام و انداده کلو  قتعل تهک یلحتی شکل ظتهر

اگتر  عرتتنیکشت لوریت  ی مح یحتو یدجد یتمطح پل یو رو یجدامتد یلهت توم  لوپ امتر

ماتعت   43تات   24پاس اد ماد،   شادند.   کشات داده   یچناتر منطقاه ا   یخطا  یلعه روش امتر

 یاه تن کشت مجادد اد ا   ینت جنت ابم یهرعتر د یک ،گراد یدرجه متنت 07 یدر دمت یو انکوعتم

 .(3، 52ید  گرد

 تیمار الکلی. 2-3-2

و  همیلی لیتار عرداشات   53پلر توم  مم ،5عه  5اد مومپتنسیو  اولیه، عت نس ت حجم عه حجم 

 عه نحاوی کاه غلظات نناتیی     ،میلی لیتر رمتنده شد 23درصد عه حجم  93میلی لیتر اتتنود  53عت 

اد  .عت الکال قارار گرفات    متعت تحت تیمتر عه مد، یک ،. نمونه مذکوررمیددرصد  53عه  الکل

همهان   .تنیاه گردیاد  عات اب پپتوناه،   ( 53-5-53-53رقات   مری تیمتر شده ده عدد   مومپتنسیو

و در ماطح پلیات   ه میلی لیتر عرداشات  533اد هر رقت  انجتم شد. ورتکسانجتم کرد  رقت هت عت 

ی محای  هات   .کشت چمنی داده شد  اد هر رقت دو تکرار( اگتری حتوی محی  کشت لوریت عرتتن

وش متنناد ر  درجه متنتی گراد گرمات گاذاری شادند.    07متعت در دمتی  24 تلقیح شده عه مد،

 یاگاتر عاه روش خطا    کشت لوریات عرتاتنی   ی مح یحتو یدجد یتمطح پل یهت رو یکلونق لی، 

درجاه   07 یدر دمات  یو ماتعت انکوعتما   43تت  24پس اد مد، داده شد.  کشت یچنتر منطقه ا

 .(52ید  گرد یهتننیز  ، کشت مجددگراد یمتنت

 واکنش زنجیره پلیمراز . 2-2

، ادمتیشات، میکاروب   جداماتدی شاده   یسفاورم  یکنیل یلو عتمهتی  جدایهعرای شنتمتیی 

میترا،، اینادود،   متهتده اد، اوژپرومکوئر-رد یلمتشنتمی فنوتتیپی متنند؛ تشکیل امپور، ادمتیش 

حرکت، تتمیر گلوکز عت تولید گتد و متنیتود، حستیت عه پنی مایلین و رشاد در شارای  هاوادی     
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عاتکتری هات عاه روش واکانش      16S rRNA ژ (. همچنین جنات تتییاد کتمال،    50انجتم شد   

 27F :5'- A G A G T T T G A Tرفت یونیورمتد  . پرایمر هتیشد دنجیره پلیمراد  تکثیر

C A T G G C T C A G-3'  1492، عرگشتR :5'- T A C G G A T A C C T T 

G T T A C G A C T T -3'  خشاک کارد      لیوفلیزه مستر میکس واکنش دنجیره پلیمرادو

 -23خریاداری و در دماتی    ، ایارا ( تکتپو دیست عه صور، امتده  (انجمتد یقاد بر یستیاد دمو

عرگشات   و رفات هر یک اد پرایمار هاتی    ،میکرولیتری 5/3 – 53عه ومیله ممپلر . ذخیره گردید

 نموناه میکرولیتار   5عه عا،وه  میکرولیتر(  5اد هریک اد پرایمرهت  میکرولیتر 5/3. مپس رقیق شد

DNA میکرولیتار اب مقطار تزریقای    53در ننتیت عت افزود   .افزوده شدیک ویتد و عه  هاشتعرد 

 16S تکثیار ژ   .ندمیکرولیتر رمتنده شد 23عه حجم ننتیی  میکرولیتر مستر میکس، 5امتریل و 

rRNA    انجاتم شاد  مطاتعق جادود دماتیی    هت عت روش واکنش دنجیره پلیمراد  جدایههریک اد 

 (.54، 55(  5 جدود 

 

 واکنش زنجیره پلیمراز  مراحل .1جدول 

 
 

 

 

 

 نتم مرحله دمت    دقیقه ( دمت  متنتی گراد ( تعداد چرخه

 وامرشتهی اولیه 53 94 5

وامرشاااتهی هااار  5 94 05

 چرخه

 اتصتد اغتدگر 5 54 05

 ل متدییبو 5 72 05

 بویل متدی ننتیی 53 72 5
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 4عات  ( DNA حرکات  یتعیرنگ جنت رد یبترکرنهی   عتفر لود کننده یکرولیترم 5/5مپس 

کال حجام    شاد. در مرحلاه ععاد،    یپتاتژ اد محصود واکنش دنجیره پلیمراد متلوپ و پ یکرولیترم

 یار عتند هت دی و ارام عترگذار یعدمت امده، در چتهک ژد موجود در تتنک الکتروفورد عه گونه ا

 ، ژ  نش دنجیاره پلیماراد  واکا عرای انجتم تعیاین تاوالی محصاود     لامپ فرا عنهش مشتهده شد.

16SrRNA   عتمایلو   جدایاه    3 واکانش دنجیاره پلیماراد   جدایه هت، میزا  کتفی اد محصاود
جهات عاتد    5533عت اناداده تقری ای    واکنش دنجیره پلیمرادمیکرولیتر اد محصود  53، لیکنیهرمیس

شات،  میکرولیتر اد پرایمرهاتی اختصتصای رفات و عرگ    55عه همراه  16SrRNAمرعوپ عه ژ  

عرای خوانش دوبرفه اد توالی عه شرکت فزاپاوه، ایرا ، ارمتد گردید. مپس توالی هتی عه دمات  

مورد اردیتعی قرار گرفتند. در اعتدا توالی هتی عدمات اماده    MEGA Xامده عت کمک نرم افزار  

در خوانش رفت و عرگشت همست  متدی و تجمی  شدند. مپس عات اماتهتده اد لیناک مارت   عات      

 NCBI)  (عیوتکنولااااوژی ایااااتلا، متحااااده   اب،عاااات، ملاااای ه مرکاااازدرگاااات

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ توالی هت عت منتع  ث ت شده در عتنک ژنی و عت کمک نرم ،

( Parisa Vanaki Keratinase (PVKR)تاوالی؛   3مقتیسه و ث ت شدند    BLASTافزار 

 52.) 

 روش استخراج کراتین از پر مرغ جهت ساخت محیط کشت غنی از کراتین. 2-2

 چربی زدایی. 2-2-1 

مپس مه مرت اه عات    .شد عریدهمتنتی متری  5تت  0توم  قیچی عه قطعت، ، پر مرغ تنیه شده 

یاک شا تنه رود در دماتی محای       شاد، ماپس   و یک مرت ه عات اب مقطار شساته    اب لوله کشی

میلای لیتار    533پر هت داخل یک عشار یاک لیتاری حاتوی     . ر گرفت تت خشک شودادمتیشهته قرا

عات  درجه  27ریتته و درو  انکوعتتور شیکر دار عت دمتی  5عه  5محلود کلروفرم و متتنود عت نس ت 

 ،پاس اد ایان مرحلاه    قرار داده شد. (متعت 43  عه مد، دو رود  یقهدور عر دق 553 دور اخت،پ

میلی لیتر محلاود   533 .عتر عت اب مقطر شست وشو داده شدند 0تلیه و پر هت مواد شیمیتیی عشر ت

 شا تنه رود  0و عه مد،  ریتتهدر عشر حتوی پر  0: 5: 4امتو  و اتتنود عت نس ت  ،حتوی کلروفرم

 27دماتی   المات ( عات  ، GFL3031  (تکات  داد  نموناه هات     در انکوعتتور شیکردار( متعت 72 

عاه علات اماتهتده اد ماواد      قارار داده شاد.    یقاه دور عر دق 553 ر اخت،پو دودرجه متنتی گراد 

مواد شیمیتیی درو  عشار  و درجه متنتی گراد کتهش داده  27شیمیتیی مشتعل دمتی انکوعتتور  عه 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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مرت ه عت اب مقطار شسات و    0ععد اد اتمتم این مرحله، پر هت  متعت یک عتر تعویض شد. 24هر 

 گرفتناد  رود در دمتی محی  ادمتیشهته روی یک دمتمتد اعهیار قارار   و یک ش تنهداده شدند شو 

 .(3، 52  تت خشک شوند

 حل کردن کراتین در حلال صنعتی. 2-2-2

میلای   533پرهتی چرعی ددایی شده داخل یک عشر یک لیتری ریتته و دیار هاود شایمیتیی،    

تفه و درب عشر عات کتغاذ   ید همراه عت یک مهنت، عه ا  اضتدی متیل مولهو اکس لیتر ح،د صنعتی

ر عات دور  ماتعت روی اماتیر   4عشار و محتویات، درو  ا  عارای ماد،      شد.الومنیومی مسدود 

عشر اد دیر هاود خاتر  و   شدند. درجه متنتی گراد قرار داده  553عت دمتی  یقهدور عر دق 3اخت،پ 

 داخال عشار در   در ایان مرحلاه محتویات،    .عه محی  اداد انتقتد داده شد تت هم دمتی محی  گردد

ماتنتریهیوژ    یقاه دور عار دق   4333دقیقاه عات دور    23میلی لیتری ریتته و عارای   53فتلکو  هتی 

 (.53شد  لیتری ذخیره  2دور ریتته و مومپتنسیو  رویی در یک عشر را مپس رموب  ند.شد

 استخراج کراتین. 2-2-3

دی ی کراتین حل شاده در  لیتری حتو 2جدا متدی پروتئین کراتین  اد ح،د ا ، عشر  جنت 

درجاه ماتنتی گاراد انتقاتد و      4عات دماتی    اتتق مردعه امت(  شتعتد داا  متده  متیل مولهواکستید

 فضتی داخل عشر همهن شود، جنت اینکه دمت اعماتد نشاود، دیارا دی     عشرهمراه مهنت درو  

تی متتلا) و   قتعال تنظایم در دمتها    هماز  مغنتبیسای  روی متیل مولهواکستید اشتعتد دا عاود(  

مپس عه ومایله دکاتنتور و   .  عدو  دمت( قرار داده شد  یقهدور عر دق 3  دور اخت،پ عتمغنتبیسی( 

در ایان   درجه متنتی گراد بی دو متعت عه ا  اضاتفه گردیاد.   -73یک لیتر امتو  عت دمتی  ،پتیه

دی متیال   عرای جادا ماتدی کاراتین اد اماتو  و     .مرحله کراتین عه صور، مومپتنسیو  در امد

و  ،ماتنتریهیوژ  یقاه دور عار دق هازار   50 عات دور و  ریتتاه  در فتلکو  هتی مایهمت  مولهو اکستید،

. مراحال شسات و شاو شاتمل     ندشد شستهمولار  5/3رموعت، چنتر مرت ه عه ومیله عتفر فسهت، 

 دور 4333مولار و متنتریهیوژ مجدد ا  عت دور  5/3حل کرد  رموعت، کراتین درو  عتفر فسهت، 

میلای   53میلای لیتار در فاتلکو  هاتی      5حجم هتی  عتمپس کراتین امتترا  شده یقه عود. عر دق

تت عه پودرخشاک   گذاشته شد خشک کن انجمتدی دمتهته متعت در 24 عه مد، لیتری تقسیم و

 (.52گردد  کراتین ت دیل شده 

  تجزیه کننده کراتینجداسازی باکتری های . 2-6



 1443، 1شماره ، 14دوره ، بیولوژی کاربردی 006

 اگاتر خاتلص ماتدی    مطح محی  لوریت عرتاتنی  اد که الکل و گرمتهمه کلونی هتی مقتوم عه 

  ،٪5/5غنی شاده  کاراتین    جداگتنه روی مطح محی  کشت جتمد کراتینشده عودند، عه صور، 

و  ٪34/3پتتمیم دی هیادروژ  فساهت،   ،٪30/3دی پتتمیم هیدروژ  فسهت،  ،٪35/3نمک بعتم 

رود در انکوعاتتور دارای   5ند. محی  هت ه شدعه صور، نقطه ای کشت داد( ٪35/3منیزیم کلراید 

 (.57شدند  درجه متنتی گراد گرمت گذاری  07دمتی 

 کراتینازجدا سازی آنزیم . 2-7

لوریات  جدایه عتکتری تولید کننده کراتینتد، عاه روش چنترمنطقاه ای روی محای  جتماد      3هر 

جنات  متعت انکوعه شدند.  24درجه متنتی گراد، عه مد،  07کشت داده و در دمتی  اگتر عرتتنی

هاتی   ، اعتادا کراتیناتد اد عاتکتری   کراتینتدیهتی  جدایهعررمی میزا  فعتلیت کراتینتد تولید شده اد 

میلی لیتر محی  کشت غنی اد کراتین امتریل تنیه و  533عه این منظور،  شد.جدا  کشت داده شده

میلای لیتار اد    53 ،هار فاتلکو    در .میلی لیتری تودیا  شاد   53دیر هود عیولوژی در فتلکو  هتی 

مپس عات اماتهتده اد لاوپ اماتریل شاده روی      . وجود داشت محی  کشت غنی اد کراتین امتریل

و درو  محای  ماتی  غنای اد کاراتین     عرداشاته   اگتر لوریت عرتتنی پلیتروی ، یک کلونی اد هشعل

 533 اخات،پ  عت دور متعت گرمت گذاری در انکوعتتور شیکردار 72ععد اد کشت داده شد.  امتریل

 شاد  درب فتلکو  هت محکام  ند.فتلکو  هت ختر  شد ،درجه متنتی گراد 07و دمتی  یقهدور عر دق

. در ایان مرحلاه   گردیدناد دقیقاه ماتنتریهیوژ    23عه مد،   یقهدور عر دق 3333عت دور عتر دیهر  و

ر فاتلکو   انزیم عه ومایله مامپلر جادا ماتدی و د    محی  کشت رویی حتوی رموب ملود هت اد 

در یتچاتد عات    ، فاتلکو  هات  جنت ممتنعت اد اتولیز پروتئتدهتی تولید شاده شدند.  امتریل ریتته

محای  ماتی  غنای اد    شد   اد هر کلونی مه عتر تکرار کشت در درجه متنتی گراد ذخیره  4دمتی 

 (.  3، 52جنت ابمینت  اد ادمتیش کشت داده شد(   کراتین امتریل

 یم کراتیناز آنز . بررسی فعالیت2-8

 53-533، عت مامپلر عراث  مرک، المت ( لوریت عرتتنی میکرولیتر اد 533 ،اعتدا دیر هود عیولوژی

 333ماپس عاه میازا     شاد.   میلای لیتاری اماتریل ریتتاه     2میکرولیتری عرداشته و در ویتد هتی 

 pH: 3عات   ایرا (  عنتر تجنیز، میلی لیتر عتفر تریس 5/5گرم عر لیتر کراتین و  2محتوی  ،میکرولیتر

یاک صاهحه یوناولیتی کاه حهاره      . درب ویتد هت عت پترافیلم محکم عسته و درو  اضتفه شدعه ا  

هتیی در ا  ایجتد شده عود، قرار گرفت. عطوری کاه درب ویاتد هات روی اب و عدناه ویاتد هات       
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عه ماد،  ت حتوی عتکتری هتی کراتینتدی و موعسترای کراتین داخل حمتم اعی قرار گرفتند. ویتد ه

 55  عاتده دماتنی  این ععد اد گذشت  .نددرجه متنتی گراد قرار داده شد 53دقیقه در حمتم اعی  55

تاری کلارو    میلای لیتار   5میازا    پروتئولیتیک کراتینتد،اد ادامه فعتلیت  کرد عرای ممتنعت دقیقه(، 

جنات   در اداماه  .عه هر یک اد ویتد هت اضاتفه گردیاد   درصد 53  عنتر تجنیز، ایرا ( امتیک امید

در  g هازار  53 دقیقاه عات دور   5جدا متدی موعسترا اد مومپتنسیو  انزیم، ویاتد هات عاه ماد،     

متی  رویی، توم  دماتهته   محلودمیزا  جذب  ،میکروفیوژ، متنتریهیوژ شدند. پس اد جدا متدی

یمای عارای   معیتر یک واحد فعتلیت انز. نتنومتر انداده گیری شد 443 امپکتروفتومتر در بود مو 

؛  حاتوی  کنتارد   افازایش ( جاذب اد نموناه     این تست مقداری اد انزیم امت که عتعاث تغییار  

بود ماو   در  35/3( عه انداده که اد اعتدا اضتفه شد تری کلرو امتیک امیدو  عتفر تریسکراتینتد، 

ود  عات توجاه عاه متهاتو، عا      .درجه متنتی گراد امت 53دقیقه در  55و عرای مد، نتنومتر  443

 443عارای خواناد  جاذب در     ،ا  هات  تولیدی انزیم هتیمیزا  متعتق ت متهتو، عود   هت و جدایه

خاود  ( کارد  اماپکتروفتومتر   ی رهکاتل  یمحلود ع،نک عرا عت ع،نک متصوص  جدایههر  ،نتنومتر

در محی  کشت ماتی    همتعت 72هت پس اد کشت  جدایههر یک اد . فعتلیت کراتینتدی صهر گردید

ناتنومتر،   443اد کراتین عت خواند  میزا  کدور، نتشی اد تولید کراتینتد ا  هت در بود ماو    غنی

 (.  52شد  عررمی و عت یکدیهر مقتیسه 
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گارم ماولهت، امونیاوم در     73جنت رموب کراتینتد  ق ل و ععد اد شرای  عنینه متدی( اعتدا 

درجاه   -23میلی لیتر اد محلود فوق   عت دمتی  73میلی لیتر اب مقطر عه خوعی حل گردید.  533

یک متنتریهیوژ عرای عتلا عارد  ابمینات  اد جداماتدی جتماد اد     عت امتهتده اد دکتنتر   متنتی گراد(

( متصوص عاه صاور، قطاره    هیردی گریز اد مرکز مورد امتهتده قرار مینیرو توم  متی ، –متی  

درجه متنتی گراد اضتفه شد. مپس عات دور   -23میلی لیتر متی  رویی انزیمی، عت دمتی  03قطره عه 

دقیقه متنتریهیوژ گردید. محلود رویی عه ارامی دور ریتتاه شاد.    53عه مد،  دور عر دقیقه 5333

یتت عت اماتهتده اد کیساه دیاتلیز    حل شد و ننت pH: 5/7- 3میکرولیتر عتفر تریس عت  233رموب در 

 ترموفیشر، المت (  متیز پور؛ پورهت یت موراخ هتی که متنند صتفی عمل میکنناد. در  ( یتلیز غشت د

انتتاتب   میلیمتار  3/20 عارض عات   دالتو  یلوک 52-54کتتتف  یشهتهیادمت یتلیزد یسهکاین مطتلعه 

و محتویات، دیهار روی کیساه عاتقی      شد، عه علت اینکه فق  انزیم اد این موراخ هت ع اور کناد  
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انجتم گردید و عت امتهتده اد متلوپ حتصل اد رماوب   دور عر دقیقههزار  53عمتند(. میکروفیوژ عت 

یات ب اق    چهاتلی ناوری  ننتیی فعتلیت انزیمی عه روش کدور، منجی مجددا انداده گیری شد و 

 عتمایلو  لیکنیهاورمیس  یاد.  قرارداد همت  فعتلیت انزیمی عت واحاد عار میلای لیتار محتما ه گرد     

5525PTCC  5595 عتمیلو  لیکنی فورمیس وPTCC   منهای  عادم    عنوا  نمونهترتیب عه عه

 یساتی، و د یکای ژنت یرذخات  یمرکز ملشدند  امتهتده  تولید کراتینتد( و مث ت  تولید کننده کراتینتد(

 (.53یرا (  ا

 . شرایط بهینه سازی2-11

 روی میزان تولید آنزیم کراتیناز pH. بررسی تاثیر میزان 2-11-1

مک فترلناد   5/3میلی لیتر اد جدایه کراتینتدی در کدور، امتتندارد  2در این مرحله، عه میزا  

 50تات   3هاتی   pHعرداشته و عه فتلکو  هتی حتوی محی  کشت غنی اد کراتین تنظایم شاده در   

در انکوعاتتور شایکردار    دقیقه دور عر 533درجه متنتی گراد و دور  07تلقیح شد، مپس در دمتی 

متعت متی  رویی انزیمی جدامتدی شده عه محی  حاتوی   24گرمتگذاری شدند. پس اد گذشت 

درجه ماتنتی گاراد و    53دقیقه در دمتی  55کراتین اضتفه شد. پس اد انجتم گرمتگذاری، عه مد، 

عنیناه   pHو  نتنومتر کدور، محای  توما  دماتهته اماپکتروفتومتر خواناده      443در بود مو  

 (.52، 53جنت رمید  عه عیشترین فعتلیت کراتینتد عررمی شد  

 . بررسی تاثیر میزان دمای انکوباتور روی میزان تولید آنزیم کراتیناز2-11-2

مکهترلناد عرداشاته و عاه     5/3میلی لیتر اد جدایه کراتینتدی در کادور، اماتتندارد    2عه میزا  

یناه  عن pHعنیناه حتصال اد مرحلاه ق ال       pHکراتین عت  فتلکو  هتی حتوی محی  کشت غنی اد

درجه متنتی  55و  53، 45، 43، 07، 05، 03، 25، 23( تنظیم تلقیح شد. فتلکو  هت در دمتهتی 55

 24در انکوعتتور شایکردار گرمتگاذاری شادند. پاس اد گذشات       دور عر دقیقه 533گراد و عت دور 

کشت کراتین اضتفه گردید. گرمتگذاری عه ماد،   متعت متی  رویی انزیمی جدامتدی و عه محی 

ناتنومتر   443درجه متنتی گاراد انجاتم و کادور، محای  در باود ماو         53دقیقه در دمتی  55

 (.  52خوانده شد. عه این ترتیب دمتی عنینه جنت رمید  عه عیشترین فعتلیت کراتینتد عدمت امد  

 روی میزان تولید آنزیم کراتیناز . بررسی تاثیر نوع منبع کراتینی محیط کشت بر2-11-3

درجاه   07عنیناه، دماتی    pH: 55پیش کشت هت در محی  متی  حتوی موعسترای کراتین عات   

گرم عر لیتر موعسترای کراتین، من ا  نیتروژنای پپتاو ، دور هاوادهی      53متنتی گراد عنینه، غلظت 
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پایش کشات شاده عات کادور،       میلی لیتر اد جدایه کراتینتدی 2و میزا  تلقیح  دور عر دقیقه 253

مک فترلند، در محی  کشت هتی ماتی  حاتوی اناواع متتلا) اد من ا  کراتینای اد        5/3امتتندارد 

 533درصد تلقیح شدند. ماپس عات دور    53جمله کراتین و ادوکراتین و پر امیتب شده عت غلظت 

ری شد. متی  رویای  متعت  دمت  عنینه( گرمت گذا 72در انکوعتتور شیکردار عه مد،  دور عر دقیقه

دقیقه  55انزیمی جدامتدی شده عه محی  حتوی کراتین اضتفه و پس اد انکوعه کرد  ا  عه مد، 

 (.3نتنومتر، کدور، محی  خوانده شد   443درجه متنتی گراد در بود مو   53در دمتی 

 

 . بررسی تاثیر میزان غلظت کراتین محیط کشت روی میزان تولید آنزیم کراتیناز2-11-2

پیش کشت جدایه مورد نظر در محی  کشت متی  حتوی موعسترای عنیناه ادوکاراتین، دماتی    

عنینه و امیدیته عنینه عدمت امده اد مراحل ق ل تنیه گردیاد.   pH: 55درجه متنتی گراد عنینه،  07

ماک فترلناد در    5/3میلی لیتر اد جدایه کراتینتدی پیش کشت شده عت کدور، اماتتندارد   2مپس 

، 52، 53، 3، 3، 4، 2شت هتی حتوی غلظت هتی متتل) اد موعساترای عنیناه کاراتین      محی  ک

در انکوعتتور شیکردار عاه   دور عر دقیقه 533گرم عر لیتر( تلقیح شد. محی  کشت عت دور  53و  54

متعت گرمتگذاری شد. متی  رویی انزیمی جدا شده عه محی  حتوی کراتین اضتفه شد.  24مد، 

 443درجه متنتی گاراد و خواناد  کادور، در باود ماو        53ه گرمتگذاری در دقیق 55پس اد 

نتنومتر، عنترین غلظت موعسترای کراتینی جنات دماتیتعی عاه عیشاترین میازا  فعتلیات انزیمای        

 (.52، 53مشتص گردید  

 . بررسی تاثیر نوع منبع نیتروژنی محیط کشت روی میزان تولید آنزیم کراتیناز2-11-2

درجاه   07، دماتی  pH: 55ه مورد نظر در محی  کشت متی  عنیناه شاده عات    پیش کشت جدای

گرم عر لیتر اد موعسترای ادوکراتین  عه عنوا  شرای  عنینه عدمت اماده   53متنتی گراد و غلظت 

میلی لیتر اد جدایه کراتینتدی پیش کشت شده عات کادور، اماتتندارد     2اد مراحل ق لی( تنیه شد. 

کشت هتی متی  حتوی انواع متتل) اد من   نیتروژنی اد جمله تریپتو ،  مک فترلند در محی  5/3

تلقایح و عات    ٪5یین، مولهت، امونیوم و نیترا، امونیوم عت غلظات   پپتو ، مویت، عصتره متمر، کتد

ماتعت گرمتگاذاری شاد. ماتی  رویای       24در انکوعتتور شیکردار عه مد،  دور عر دقیقه 533دور 

درجاه   53دقیقاه گرمتگاذاری در    55توی کراتین اضاتفه شاد. پاس اد    انزیمی جدا و عه محی  ح

نتنومتر خوانده و عنترین من   نیتروژ  جنت دماتیتعی عاه    443متنتی گراد، کدور، در بود مو  
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 (.52عیشترین فعتلیت انزیمی مشتص شد  

 . بررسی تاثیر زمان انکوباسیون بر روی میزان تولید آنزیم کراتیناز2-11-6

رحله نیز، پیش کشت جدایه مورد نظر در محی  کشت متی  حتوی موعسترای عنیناه  در این م

گرم عار لیتار موعساترای ادوکاراتین،      53درجه متنتی گراد، غلظت  07، دمتی pH: 55کراتین عت؛ 

میلی لیتر عدمات اماد. هار     2دور عر دقیقه و میزا  تلقیح  253من   نیتروژنی پپتو ، دور هوادهی 

نتنومتر انداده گیری شد تات   443ش تنه رود، میزا  کدور، ا  در بود مو   5تت متعت یک تر  24

 (.  3، 52دمت  انکوعتمیو  منتمب جنت تولید عیشترین میزا  کراتینتد عدمت اید  

  باسیلوس لیکنی فورمیس. بررسی توانایی تجزیه پر خام توسط باکتری پروبیوتیک 2-11

PVKR15   
 لوریت عرتاتنی متعت در محی  کشت  24، عه مد، PVKR15 سلیکنی فورمیعتمیلو  اعتدا 

، محی  کشات  محلود یک (v/v) یغلظت حجمدرصد  5عراث کشت داده شد. مپس عت نس ت  

میلای لیتاری    533مومپتنسیو  عتکتریتیی در ارلن متیر  /میلی لیتر(واحد تشکیل کلنی  533حتوی 

عمتد تماتم شارای  عدمات اماده در عنیناه      میلی لیتر محی  کشت غنی اد کراتین  عت ا 533حتوی 

دور عر دقیقه، تلقیح اولیه جدایه عاه میازا     253متدی مراحل ق ل( ریتته شد. مپس دور هوادهی

متعت اعمتد گردید. من   کراتین اد نوع پر ختم شساته   72میلی لیتر و مد، دمت  انکوعتمیو   53

ری شد. مپس عرای جدامتدی ملود هاتی  و امتریل شده تلقیح و در انکوعتتور شیکردار گرمتگذا

اعمتد شد. اد ماتی  رویای عدمات     g هزار 53دقیقه متنتریهیوژ عت دور 53عتکتریتیی اد متی  رویی، 

 (.  52امده عرای عررمی فعتلیت کراتینتدی امتهتده گردید  

 . روش تحلیل آماری2-12

و  لاو ، عارای عررمای    هات و اد ادما   ویلک، جنت عررمی نرمتد عاود  داده -اد ادمو  شتپیرو

عه دمات اماد.    35/3عیشتر اد  pهتی انجتم شده، اردش  هت امتهتده شد. در ادمو  عراعری واریتنس

هاتی پترامتریاک اماتهتده شاد. مقتیساه تغییارا، میاتنهین         عرای تجزیه و تحلیل داده هت اد ادمو 

رفاه انجاتم شاد. در صاور،     هت عت ادمو  انتلیز واریتنس یک ب گیری شده عین گروه کراتینتد انداده

هت، ادمو  تعقی ی توکی جنت مقتیساه دو عاه دوی تغییارا،     وجود اخت،ف معنی دار عین میتنهین

 23میتنهین امتهتده شد. نتتیج عر امت  میاتنهین و انحاراف معیاتر عیات  شاد. نارم افازار اماتری         

SPSS-   35/3جنت ورود و تحلیل داده هت امتهتده گردید>p.) 
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 . نتایج3

 و فعالیت کراتیناز باسیلوس . نتایج شناسایی باکتری های3-1

در اباراف   عررمی فعتلیات کراتیناتدی(   متعت  72پس اد گذشت  جدایه 42عدد اد  3تعداد 

که نشت  دهنده تولید کراتینتد عرای تجزیه و اماتهتده اد   کلونی هتی خود هتله شهتف ایجتد نمودند

در  .هات هتلاه شاهتف ایجاتد نشاد      جدایه. ابراف عقیه عود تننت من   کرعن محی  کشت   کراتین (

 یلو عتما  جدایه 3. حذف شدند اد مطتلعه در این مرحله لذا این جدایه هت ند،ن و کراتینتدینتیجه 

( و واکانش دنجیاره ای پلای ماراد عاه      50عدمت امده توم  ادمتیشت، فنوتیپی   یسفورم یکنیل

 .(2 جدود  تتیید شدند یسفورم یکنیل یلو عتمعنوا  

و روش جداساازی   تجزیه کننده کراتین یسفورم یکنیل یلوسباسهای  جدایاه  -2جدول 

 آن ها
 رقت منشاء روش جداسازی نام جدایه

 باسیلوس لیکنی فورمیس
PVKR1 

 90 -۵  تیمار حرارتی

  باسیلوس لیکنی فورمیس
 PVKR6 

 90 -۴ تیمار الکلی

  باسیلوس لیکنی فورمیس
 PVKR8 

 90 -۷ لیتیمار الک

 باسیلوس لیکنی فورمیس
 PVKR9 

 90 -2 تیمار الکلی

  باسیلوس لیکنی فورمیس

 PVKR10 

 90 -9 تیمار حرارتی

  باسیلوس لیکنی فورمیس
 PVKR15 

 90 -3 تیمار الکلی

  باسیلوس لیکنی فورمیس
 PVKR26 

 90 -6 تیمار حرارتی

  باسیلوس لیکنی فورمیس
 PVKR41 

 90 -3 تیمار حرارتی

 

واحاد   334/524   27/3 عیشترین  PVKR6  عتمیلو  لیکنی فورمیستجزیه کننده  جدایه

ععاد   داشت.درجه متنتی گراد  53دقیقه در دمتی  55فعتلیت کراتینتدی را بی مد، عر میلی لیتر( 

 واحاد/میلی لیتار(،   PVKR15  45/3   39/535 عتمیلو  لیکنای فاورمیس   هتی جدایهاد ا  

عتمیلو  لیکنای  عر میلی لیتر( و  واحد PVKR41  05/3   53/533  میسعتمیلو  لیکنی فور
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عودناد. عات    فعتلیات  محدودهتقری ت در یک واحد/میلی لیتر(،  PVKR8  34/3  57/35 فورمیس

فعتلیت کراتینتدی قتعل ق اود عاه عا،وه    ( واحد عر میلی لیتر 57/35  34/3  یزا متوجه عه اینکه 

ق ال اد   ،شاده  یجداماتد  PVKR15 تمیلو  لیکنی فاورمیس ع خصوصیت، پروعیوتیکی جدایه

، اد متیر جدایه هتی عیشتر عود. لذا اد ایان جدایاه   نتنومتر 443در بود مو  ینتد، کرات یمانز یظتغل

 PVKR1  24/3 عتمایلو  لیکنای فاورمیس     هتی در مراحل ععدی ادمتیش امتهتده شد. جدایه

واحاد عار    PVKR8  34/3   57/35  ی فورمیسعتمیلو  لیکنواحد عر میلی لیتر(،  74/30  

واحااد عاار میلاای لیتاار(،  PVKR26  35/3  079/35 عتماایلو  لیکناای فاورمیس میلای لیتاار(،  

عتمیلو  لیکنای   وواحد عر میلی لیتر(  PVKR10  54/3   044/35  عتمیلو  لیکنی فورمیس

ب قاه عنادی   یاک ماطح   واحد عر میلی لیتار(، نیاز در    5595PTCC   30/3   95/43 فورمیس

 (.0شدند  جدود 

 انحراف معیتر( فعتلیت کراتینتدی  واحد عر میلی لیتر( جدایه هتی ±میزا   میتنهین -0جدود 
 عتمیلو  لیکنی فورمیس

  غلظت  نام جدایه

 )مولار(

 

 پروتئین

 )میلی گرم(

 

فعالیت 

کراتینازی 

)واحد/میلی 

 لیتر(

 فعالیت کل آنزیم

 )واحد/میلی لیتر(

فعالیت 

 آنزیمویژه 

)واحد/میلی 

 لیتر(
باسیلوس لیکنی 

 فورمیس
 pvkr1 

009۵/0   
0362/0 

93/0   ۷۴ /
3 

86/0    
۷6/۴3 

۷8/0   88/999 30/8   ۴8 /
۴۵ 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

 pvkr6 

008۵/0  
0۷۴2/0 

88/0  
۷29/۴ 

8۷/0   
026/986 

29/0   8۵3/3۷8 ۴9/9   
23/۵6 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

 pvkr8 

0099/0  
0۵2/0 

90/0  
98/۵ 

۴6/0   
۵۷/2۵ 

32/9   8۵/8۵۷ ۷9/0   
866/۵0 

باسیلوس لیکنی 
 فورمیس

 pvkr9 

008/0  
0۴06/0 

08/0   3/۵ 66/0   
6/۷2 

38/9   8/83۵ ۵0/9   
3۷/66 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

 pvkr10 

0038/0  
0۵06/0 

39/0   
699/6 

۵6/0   
366/۴۵ 

۴0/9   038/99۴ 90/8   
3۵8/66 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

0069/0  
0۴2/0 

3۴/0   
099/۴ 

6۵/0   
09/909 

3۵/9   893/303 ۴0/8   
6۵۵/۵0 
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 pvkr15 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

 pvkr26 

009۷/0  
0693/0 

9۵ /0  
3۵/6 

2۵/0   
3۷9/2۵ 

۵0/8   93۷/8۵۴ ۷0/9   
22/۵2 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

 pvkr41 

003۴/0  
0۴۵2/0 

39/0   
29۴/۵ 

3۵/0   
92/900 

09/9   ۵۵۷/300 ۵0/8   
۴۷۷/۵9 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

9۵8۵PTCC   
 کنترل منفی

- - - - - 

باسیلوس لیکنی 
  فورمیس

9۵9۵PTCC   
 کنترل مثبت

008۴/0  
0۷93/0 

83/0  
308/۴ 

۴3/0   
99/62 

90/9   ۷33/96۴ ۵3/0   
823/83 

 

طبیعی )قبل از شرایط بهینه ساازی( و کراتینااز   . نتایج رسوب دادن پروتئین )آنزیم( 3-2

 )بعد از شرایط بهینه سازی( با روش سولفات آمونیوم

 333عر امت  نتتیج عدمت امده، فعتلیت کراتینتدی کل ععد اد شارای  عنیناه ماتدی، عاتلاتر      

 (.  5واحد عر میلی لیتر( عود  نمودار  533واحد عر میلی لیتر( اد ق ل اد شرای  عنینه متدی  

 
نتایج رسوب دادن کراتیناز )قبل و بعد از شرایط بهینه سازی( با روش رسوب  -1نمودار 

 بوسیله سولفات آمونیوم
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  PVKR15یسفاورم  یکنای ل یلو عتما عت افزایش فعتلیت کراتیناتدی جدایاه هاتی انتتاتعی     

وا  جدایاه  واحد عر میلی لیتر( ععد اد شراع  عنینه متدی، این جدایاه عاه عنا    059/533   35/3 

عار    PVKR15یسفاورم  یکنای ل یلو عتما تجزیه کننده کراتین و پروعیوتیک  دیرا تننات جدایاه   

عتمایلو   ( هر دو ختصایت کراتیناتدی و پروعیوتیاک را دارا عاود( عات      52امت  مطتلعه ق لی مت  

واحد عر میلی لیتار( عاه عناوا  کنتارد مث ات،       5595PTCC   94/3   043/92 لیکنی فورمیس

 (.  2و نمودار  4شد  جدود  مقتیسه

 

 واحاد عار میلای      PVKR15یسفورم یکنیل یلو عتمتتثیر عنینه متدی کراتینتد  -4جدود 

 لیتر( عر فعتلیت کراتینتدی  واحد عر میلی لیتر(
میانگین میزان  نام جدایه

 جذب
  غلظت
 )مولار(

 

 پروتئین
 )میلی گرم(

 

فعالیت 
 کراتینازی

)واحد بر میلی 
 لیتر(
 

کل  فعالیت
 آنزیم

)واحد بر میلی 
 لیتر(

فعالیت ویژه 
 آنزیم

)واحد بر میلی 
 لیتر(

 یلوسباس
 یکنیل

 یسفورم
PVKR15   
)قبل از 
شرایط 
 بهینه(

003۵/0  
968/۵ 

098/0   
999 /0 

0۴/9   
۵99/90 

2۵/0   
3۵9/9۴0 

۵/8   0۷۷ /
629 

90/3   
۷36/6۵ 

 یلوسباس
 یکنیل

 یسفورم
PVKR15   
)بعد از 
شرایط 

 ه(بهین

03۵/0±920/0 6۵/0±93/9۵ 89/8±9۵/8۴۷ 32/9±۴9/209 ۵2/9±09/۵9 03۵/0±920/0 

باسیلوس 
لیکنی 
  فورمیس

9۵9۵PTCC   

 کنترل مثبت

0098/0  
009/۴ 

08۵/0  
980/0 

89/8   
۴0۷/90 

96/0   
36۴/98 

2/8   
032/8۷۷ 

2/8  
992/8۴ 
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لای لیتار( بار فعالیات کراتیناازی      . تاثیر بهینه سازی آنزیم کراتیناز )واحد بر می2نمودار 

 ؛ واحد بر میلی لیترU/ml)واحد بر میلی لیتر(، 

 

 . نتایج شرایط بهینه سازی3-3

 برای افزایش تولید کراتیناز pH. نتایج یافتن بهترین 3-3-1

pH     یسفاورم  یکنای ل یلو عتما عنینه جنت افزایش تولید کراتینتد میکروعای توما  جدایاه 

PVKR15  ،55:pH این  عود. درpH   واحاد عار میلای     339/555 ± 35/2فعتلیت کراتینتدی عاه

واحد عر میلی لیتر رمید. میزا  فعتلیت کراتیناتد   323/045 ± 47/3لیتر و فعتلیت کراتینتدی کل عه 

اخات،ف معنای داری    55و  53، 9هاتی   pHدر   PVKR15یسفاورم  یکنای ل یلو عتما جدایه 

نیز اد نظر میزا  فعتلیت انازیم کراتیناتد تهاتوتی     52و  3؛ pH(. همچنین عین p > 35/3نداشت  

هات اخات،ف    pH(، امت میت  میزا  فعتلیت کراتینتدی ایان جدایاه، در ماتیر    p > 35/3دیده نشد  

 (.  0و نمودار  5(  جدود p < 35/3معنی دار وجود داشت  

 های مختلفمیزان فعالیت کراتیناز )واحد بر میلی لیتر( بر اساس اسیدیته  -2دول ج

p

H 
 غلظت

  مولار(

 پروتئین

 میلاااای  

 گرم(

فعتلیااااااات 

 کراتینتدی

 واحااد/میلی 

 لیتر(

فعتلیاااااات 

 کراتینتدی کل

 واحد/میلی 

 لیتر(

فعتلیااات 

کراتیناااااتدی 

 ویاه

 واحد/می

 لی لیتر(
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3 333/3±

3403/3 

54/3±

375/0 

37/3±39/

35d 

32/2±379/

597 

75/3±

93/53 

7 354/3±

3523/3 

04/3±

375/4 

29/3±99/

32c 

37/3±990/

243 

52/4±

45/50 

3 332/3±

3309/3 

45/3±

343/5 

59/5±59/

99b 

57/0±535/

297 

22/0±

33/52 

9 352/3±

3720/3 

50/3±

09/3 

37/5±479/

553a 

30/5±407/

005 

2±33/

55 

5

3 

353/3±

3752/3 

23/3±

355/3 

20/2±53/

550a 

75/3±730/

043 

33/5±

25/55 

5

5 

323/3±

3754/3 

45/3±

334/3 

35/2±339/

555a 

47/3±323/

045 

90/5±

30/55 

5

2 

350/3±

3350/3 

54/3±

772/5 

55/2±552/

97b 

53/7±453/

295 

53/3±

49/53 

5

0 

339/3±

3439/3 

35/3±

022/4 

33/3±724/

72e 

53/2±570/

253 

39/3±

47/53 
a,b 35/3دار عت یکدیهرمی عتشاد    فعتلیت کراتینتدی جدایه هتی متتل) عت اخت،ف معنی ˂P 

.) 



 017      ...ثرؤسازی شرایط مو بهینهداسازی ج

 
 

ینازی و کراتینازی کل )واحد واحد بار میلای لیتار( بار اسااس      کراتفعالیت  -3نمودار 

 ؛ واحد بر میلی لیترU/ml، اسیدیته های مختلف

 . نتایج یافتن بهترین دما برای افزایش تولید کراتیناز3-3-2

 یکنااایل یلو عتمااادماااتی عنیناااه جنااات افااازایش تولیاااد کراتیناااتد میکروعااای تومااا  

عنیناه، فعتلیات    pHعود. در این دمت و رعتیات    درجه متنتی گراد 07تی ، دم PVKR15یسفورم

 533/047 ± 54/7واحد عر میلی لیتر و فعتلیت کراتیناتدی کال عاه    732/555 ± 04/2 کراتینتدی عه

 07، در دماتی   PVKR15یسفاورم  یکنیل یلو عتمواحد عر میلی لیتر رمید. فعتلیت کراتینتدی 

یهر عیشتر عود، امت اد لحتی تحلیال اماتری، عاین میازا  فعتلیات ایان       درجه متنتیهراد اد دمتهتی د

(، امت عاین  p > 35/3درجه متنتیهراد اخت،ف معنی داری وجود نداشت   07و  05انزیم در دمتی 

( p < 35/3متیر دمتهت میزا  فعتلیت ایان انازیم عات یکادیهر اخات،ف معنای دار مشاتهده شاد          

   (.4و نمودار  3 جدود 
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بر اساس دما هاای مختلاف )درجاه     میزان فعالیت کراتیناز )واحد/میلی لیتر( - 6دول ج

 سانتیگراد(
 دما

)درجه 
 سانتیگراد(

 

 غلظت
 )مولار(

 پروتئین
 )میلی گرم( 

 فعالیت کراتینازی
)واحد بر میلی 

 لیتر(

 فعالیت کراتینازی کل
 )واحد بر میلی لیتر(

فعالیت کراتینازی 
 ویژه
 لی لیتر()واحد بر می

80 002/0±0۵3/0 03/0±28/8 ۴6/0±28/۷2b 96/9±62/83۴ 009/0±۵0/۵0 

8۵ 08/0±0۵2/0 02۴/0±98/۵ 6۷/9±۵3/2۷b 36/6±۴6/8۴8 002/0±60/۵0 

30 0۰006±0۴2/0 063/0±09/۴ ۷0/0±02/908b 98/8±86/30۴ 09/0±62/۵0 

3۵ 009/0±0۷۷/0 90/0±20/۴ ۷۴/9±9۷/996a 82/۵±93/366 009/0±۵0/۵0 

3۷ 099/0±029/0 093/0±2۷/۴ 36/8±۷/99۵a 06/۷ ±902/36۷ 0۴/0±66/۵0 

60 09۵/0±0۷3/0 93/0±6۵/۴ 83/8±62/909b ۴9/۴±6۴/382 00۷/0±۵0/۵0 

6۵ 002/0±0۵6/0 9۵/0±۷۷/6 8۵/8±۷۴/29b ۷۷/۴±3/86۵ 08/0±69/۵0 

۵0 00۷۵/0±039/
0 

0۴/0±۷6/8 80/9±۵3/6۷b ۴9/3±۴/968 008/0±۵9/۵0 

a,bدار عات یکادیهر    حروف اله ت متهتو، در متو  فعتلیت کراتینتدی نشت  دهنده اخت،ف معنی

  ( p˂ 35/3امت  
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ینازی و کراتینازی کل )واحد بر میلی لیتر( بر اسااس دماا هاای    کراتفعالیت  -2نمودار 

 ؛ واحد بر میلی لیترU/mlمختلف )درجه سانتیگراد( ، 

 ن بهترین نوع منبع کراتینی برای افزایش تولید کراتیناز. نتایج یافت3-3-2

من   کراتینی منتمب و عنینه جنت افزایش تولید و متعتق ت افزایش فعتلیات کراتیناتد میکروعای    

من ا  کراتینای ادوکاراتین عاود. عات اماتهتده اد       ،  PVKR15یسفاورم  یکنای ل یلو عتما توما   

و در حضور شارای  عنیناه عرامات  فتکتورهاتی      ادوکراتین عه عنوا  تننت من   کرعن محی  کشت

واحد عر میلای  77/577 ± 30/0 عررمی شده ق لی، عنینه فعتلیت کراتینتدی در حضور ادوکراتین عه

واحد عر میلی لیتار عاود. عیشاترین میازا       003/500 ± 55/9لیتر رمید و فعتلیت کراتینتدی کل عه 

متیر گاروه هات اخات،ف معنای دار وجاود داشات       فعتلیت انزیم کراتینتد در حضور ادوکراتین عت 

 35/3 > p  واحد عر میلی لیتر( میازا  فعتلیات انازیم کراتیناتد نیاز در       55/523±37/5(. کمترین

 (.5و نمودار  7گروه پر امیتب شده عود  جدود 

 براساس سوبسترهای کراتینی   .  میزان فعالیت کراتیناز )واحد بر میلی لیتر(7جدول 
 غلظت اتینینوع منبع کر

 )مولار(
 پروتئین

)میلی  
 گرم(

فعالیت 
 کراتینازی

)واحد بر میلی 
 لیتر(

فعالیت 
 کراتینازی کل
)واحد بر میلی 

 لیتر(

فعالیت 
کراتینازی 

 ویژه
)واحد بر 
 میلی لیتر(

3۷±38/0 096/0±093/0 کراتین
/2 

06/9±9۵/
963b 

98/3±2۵/639 ۴3/9±۴8/
۵9 

2۵±92/9 99۵/0±09۵/0 آزوکراتین
/9 

03/3±۷۷/
9۷۷a 

99/9±33/۵33 ۴3/۵±6۵/
۵6 

99±9۴/0 063/0±086/0 پر آسیاب شده
/۷ 

۴۷/9±۵۵/
980c 

9۵/3±۴۴۵/
3۴9 

۵0/0±۵0/
۵0 

a,bدار عات یکادیهر    حروف اله ت متهتو، در متو  فعتلیت کراتینتدی نشت  دهنده اخت،ف معنی

  (. P˂ 35/3امت  
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)واحد بر میلی لیتر( بر اساس سوبساترهای  ینازی و کراتینازی کل کراتفعالیت  -2نمودار 

 ؛ واحد بر میلی لیتر U/mlکراتینی، 

 . نتایج یافتن بهترین غلظت منبع کراتینی برای افزایش فعالیت کراتیناز3-3-2

 یلو عتما غلظت موعسترای کراتینی عنینه جنت افزایش تولید انزیم کراتینتد میکروعی توم  
و دماتی   pHگرم عر لیتر عود. در این غلظات و رعتیات    53، غلظت PVKR15 یسفورم یکنیل

 55/7 واحد عر میلی لیتر و فعتلیت کراتینتدی کل عه 555/553 ± 55/2عنینه، فعتلیت کراتینتدی عه 

گارم عار لیتار     53واحد عر میلی لیتر رمید. میزا  فعتلیت کراتینتدی در غلظت کراتین  437/043 ±

ی لیتر( متیر غلظت هت عاود و دارای اخات،ف اماتری معنای     واحد عر میل 55/553±55/2عیش اد  

گارم عار لیتار کاراتین،      53الای   2(. همچنین اد غلظت p < 35/3داری عت متیر غلظت هت داشت  

فعتلیت کراتینتدی روند افزایشی و مپس روند کتهشی داشت. میزا  فعتلیت کراتینتدی در غلظات  

(، p > 35/3ر لیتار اخات،ف معنای دار نداشات      گارم عا   54و  52گرم عر لیتر عت غلظات هاتی    3

گرم عر لیتر کراتین نیاز اخات،ف معنای دار اماتری دیاده نشاد        53و  4همچنین عین غلظت هتی 

 35/3 < p    35/3(، امت میت  متیر غلظت هت اخت،ف هتی مشتهده شده معنای دار عاود > p در .)

لیت انزیم کراتینتد اد تمتم گاروه هات کمتار    گرم عر لیتر اد موعسترای کراتینی، فعت 2غلظت کراتین 

( p < 35/3واحد عر میلی لیتر( عاود و عات اننات اخت،فای معنای دار را نشات  داد         30/5±57/73 

 (.3و نمودار  3 جدود 
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براسااس غلظات هاای مختلاف      میزان فعالیت کراتیناز )واحد بر میلی لیتار(  -8جدول 

 سوبسترای کراتینی )گرم بر لیتر(

غلاااظ

 ،

 راتینک

 گرم/

 لیتر(

 غلظت

  مولار(

 پروتئین

 میلااای 

 گرم(

فعتلیااااات 

 کراتینتدی

 واحااد عاار 

 میلی لیتر(

فعتلیاااات 

 کراتینتدی کل

 واحد عار  

 میلی لیتر(

فعتلیااات 

کراتینااااتدی 

 ویاه

 واحد عر 

 میلی لیتر(

2 337/3±

355/3 

57/3± 

53/4 

30/5±57/

73d 

95/4±

204,50 

9/3±

55,40 

4 339/3±

330/3 

2/3±

30/5 

43/5±35/

93c 

45/4±55/

233 

32/5±

59/55 

3 334/3±

37/3 

53/3±

22/3 

23/2±29/

535b 

79/3±37/

055 

23/3±

72/53 

3 350/3±

370/3 

23/3±

52/3 

94/3±09/

552a 

34/2±59/

077 

27/3±

33/53 

53 35/3±

373/3 

25/3±

73/3 

55/2±55/

553a 

55/7±43/

043 

55/5±

57/55 

52 332/3±

3,375 

50/3±

05/3 

37/0±

537,59b 

20/9±77/

022 

44/3±

79/53 

54 353/3±

339/3 

33/3±

53/3 

33/5±32/

534b 

35/0±33/

052 

57/3±

35/53 

53 333/3±

334/3 

00/3±

37/5 

79/3±73/

97c 

03/2±03/

293 

04/2±

04/52 

a,b دار عات یکادیهر    حروف اله ت متهتو، در متو  فعتلیت کراتینتدی نشت  دهنده اخت،ف معنی

  ( p˂ 35/3امت  
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ینازی و کراتینازی کل )واحد بر میلی لیتر( بر اساس غلظت هاای  کراتفعالیت  -6نمودار 

 ؛ واحد بر میلی لیتر U/mlمختلف سوبسترای کراتینی )گرم بر لیتر(، 

 . نتایج یافتن بهترین زمان گرماگااری برای افزایش تولید کراتیناز3-3-6

ولید و متعتق ت افزایش فعتلیت انازیم کراتیناتد   دمت  گرمتگذاری منتمب و عنینه جنت افزایش ت

ماتعت،   72ماتعت عاود. عات دمات       PVKR15  ،72یسفاورم  یکنیل یلو عتممیکروعی توم  

، دمت، غلظت موعسترای کراتینی، من   نیتروژنی و میزا  تلقیح عنینه، فعتلیت کراتینتدی pHرعتیت 

واحاد عار    320/423  ± 79/7نتدی کل عه واحد عر میلی لیتر و فعتلیت کراتی 337/542 ± 59/2 عه

متعت گرمتتنه گذاری دیده شاد کاه عات     72میلی لیتر رمید. عیشترین میزا  فعتلیت کراتینتدی در 

متعت اخات،ف معنای    93و  24(. عین دمت  p < 35/3هت اخت،ف معنی دار نشت  داد   متیر گروه

ظر میزا  فعتلیت کراتینتد، اخت،ف معنای  (، ولی عین متیر دمت  هت اد نp > 35/3داری دیده نشد  

متعت گرمتتناه گاذاری    523(. کمترین میزا  فعتلیت کراتینتد در p < 35/3دار مشتهده گردید  

 (.7و نمودار  9مشتهده شد  جدد 
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براسااس زماان گرماگاااری     میزان فعالیت آنزیم کراتیناز )واحد بر میلی لیتر( -9جدول 

 مختلف )ساعت(
زمان 

گرماگذار
ی 

 )ساعت(
 

 غلظت
 )مولار(

 پروتئین
 )میلی گرم(

فعالیت 
 کراتینازی

)واحد بر میلی 
 لیتر(

فعالیت کراتینازی 
 کل

)واحد بر میلی 
 لیتر(

فعالیت 
کراتینازی 

 ویژه
)واحد بر میلی 

 لیتر(

86 098/0±02۵/0 0۵/0±۵۴/۷ 8۴/9±00/98۷c 2۴/3±09/329 98/0±32/۵0 

62 093/0±090/0 9/0±93/۷ ۷9/9±6۷/933
b 

32/۵±69/600 03/0±6۵/۵0 

۷8 099/0±096/0 88/0±32/2 ۵9/8±00/968a ۷9/۷±083/68۴ 63/0±۷9/۵0 

9۴ 083/0±02۴/0 99/0±۴0/۷ ۷9/9±09/982c 93/۵±0۵/326 0۷/0±۵8/۵0 

980 09/0±0۷۷/0 06/0±2۴/۴ 9۵/9±39/99۵
d 

6۴/3±9۵/36۵ 96/0±3۷/۵0 

a,bدار عات یکادیهر    ینتدی نشت  دهنده اخت،ف معنیحروف اله ت متهتو، در متو  فعتلیت کرات

 ( p˂ 35/3امت  

 

 
ینازی و کراتینازی کل )واحد بار میلای لیتار( بار اسااس زماان       کراتفعالیت  -7نمودار 

 ؛ واحد بر میلی لیترU/mlگرماگااری مختلف )ساعت(، 

 

 یکنای ل یلو عتما . نتایج بررسی توانایی تجزیه پر خام توسط باکتری پروبیوتیاک  3-3-7

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

24 48 72 96 120

K
er

a
ti

n
a
se

 a
ct

iv
it

y
 (

U
/m

l)
 

Incubation time (h) 
Total Keratinase Activity



 1443، 1شماره ، 14دوره ، بیولوژی کاربردی 011

   PVKR15یسفورم

ماتعت تجزیاه و    24در مد،   PVKR15یسفورم یکنیل یلو عتمتمتم پرهتی ختم توم  

عصور، محلود ظتهر شدند. در این مرحله فعتلیت کراتینتدی انزیم کراتینتد تولید شده توم  این 

واحاد   75/053 ±25/0عر میلی لیتر و فعتلیت کراتینتدی کل،  واحد 57/559 ±2/5 جدایه عه میزا 

 عر میلی لیتر عود  نتتیج ادمتیش عت مه عتر تکرار تتیید شد(.

 . بحث  2

جنات تجزیاه    عتمیلو  لیکنی فورمیس تولید کراتینتد توم  عنینه متدیاین عررمی عت هدف 

نتتیج مطتلعاه حتضار نشات  داد کاه      دام و بیور صور، گرفت.و تتمین من   پروتئینی خوراک  پر

 یکنای ل یلو عتما  در عررمی حتضر جدایاه هاتی    لیکنی فورمیس میلو عتعرخی اد جدایه هتی 
( توانتیی عسیتر عتلایی در تولید کراتینتد داردناد. در  PVKR1-6-8-9-10-15-26-41 یسفورم

اد نموناه هاتی خاتک     یلو عتما جدایاه جداماتدی شاده     03و همکترانش،  Ghasemiتحقیق 

ب یعت مورد عررمای قارار گرفتناد. پتتنسایل      مرغداری، کشتتر گته و ضتیعت، کراتینی موجود در

عت اماتهتده اد   یه وپر پت ی محتجزیه کنندگی کراتین در صنعت تولید خوراک دام و بیور، عرامت  

 یات فعتل ینعتلاتر MKR5 یلو عتمتتیید گردید. و گوگرد  یتروژ پرهت عه عنوا  تننت من   کرعن، ن

در عررمای مات    نشات  داد.  یهراددرجاه ماتنت   23الی  53را در ( واحد عر میلی لیتر 225  ینتدیکرات

دقیقاه در   55فعتلیت بی مد، واحد عر میلی لیتر(  334/524 عیشترین  ینتدیکرات یتفعتل ینعتلاتر

 یلو عتما  عاود. همچناین   MKR5 یلو عتما داشت، کاه مشاتعه عات    درجه متنتی گراد  53دمتی 

MKR5 3 گاراد و  یدرجه متنت 73 یدر دمت ینهعن یتمقتوم در عراعر حرار، عت فعتل ینتدکرات یک 

:pH عر خ،ف عررمی کرد.  یدتولGhasemi     درجاه   07و همکترانش، در مطتلعه مات عنیناه دمات

 3و همکترانش کمتار عاود. همچناین در     Ghasemiمتنتی گراد عود که اد دمت در مطتلعه عررمی 

:pH 55، جدایه هت فعتلیت کراتینتدی نداشتند، و :pH یان ا یحرارتا  یاداری پتود. عناتعراین  عنینه ع 

، اد برفای  کناد  یما  یرامکات  پاذ   یوتکنولاوژیکی ع ینادهتی را در فرا یعتکتر ینامتهتده اد ا یمانز

در جدایه هتی متتل) متهتو، امت که ممکن امت عتاتبر تغییارا، و    pHو  یحرارت یداریپت

 نیز مشاتص کارد کاه     و همکترانش Mousaviمطتلعه  (.59اخت،فت، ژنتیکی جدایه هت عتشد  

 یماناز  یات حاداکثر فعتل  یعرا ینهعن، pH 55: و یهراددرجه متنت 43 دمتیدر  یلیسموعت یلو عتم

و   oridshahiMعررمای مشاتعه دیهار،     (. در23دارا عودناد   پار   یاب تتررا جنات   یناتد کرات
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قارار  مورد عررمای   کراتینولیتیک  FUM120 عتمیلو هتی  جدایهتولید کراتینتد در  همکترانش

 در حضاور جدا شده اد مرغداری هتی   FUM120 عتمیلو هتی  جدایهدر این مطتلعه گرفت. 

درجاه   07، دماتی  درصاد امونیاوم کلریاد    3/3غلظات  ، pH 5/53: متعت، 72بی  و ادوکراتین

 دارا واحاد عار میلای لیتار( را     45/557عاه   935/49 اد  کراتیناتد  عیشترین میزا  تولیدمتنتی گراد، 

تتثیر قتعال تاوجنی در افازایش فعتلیات     تعراین تغییرا، فتکتورهتی موثر در تولید کراتینتد عودند. عن

عواملی متنناد کاتهش   می شود  (. عراعر تولید انزیم  2کراتینولیتیکی دارند و عتعث افزایش عیش اد 

و  شاد  محای    هتی محلود، قلیتیی ود  موعسترای کراتین، ادادمتدی فعتلیت کراتینتدی پروتئین

نوع ختک در منتبق متتل) جغرافیتیی می تواند در تغییرا، میازا  کراتیناتد نقاش داشاته عتشاد،      

دارد. کتهش ود  موعسترا وجاود  و درصد یک راعطه مث ت قوی عین فعتلیت کراتینتدی عطور مثتد 

تهاتو، در  مای عتشاند کاه عاه علات      ماولهیدی   هتی دی کراتینتد میکروعی محتوای پلهمچنین، 

 در تجزیاه  ر(میساتئین عیشات    β و کاراتین ( محتوای میستئین کمتر α (حتوای کراتینمتختتر و م

 عتمایلو  و همکترانش، دو جدایه  Mohamed (.25متهتو، می عتشند   موعسترایت کمتر  عیشتر

را عه عناوا  تولیاد   MA21  موعتیلیس عتمیلو و  MA20 امیلولیکوفتشینس عتمیلو اد جمله 

ده کراتین، جدامتدی و شنتمتیی کردند. جدایه هتی نتم عرده روی محای   کننده پروتئتد تجزیه کنن

 درصد پشم گوماهند، قاتدر عاه تجزیاه کتمال موعساترای کراتینای عودناد.         5کشت جتمد حتوی 

Mohamed واحاد عار میلای    922/3 – 354/3هات را   جدایه ینتدکرات یتفعتل یزا و همکترانش م 

 یاه تجز یهات  ی( کمتر عود. عاتکتر یترل یلیمعر  واحد 334/524گزارش کردند که اد مطتلعه مت   یترل

شاده   یمتمه جم  اورو ختک  یو همکترانش اد نمونه هت Mohamed یقدر تحق ینکننده کرات

 یکمتار  ینتدیکرات یتهت فعتل جدایهشده،  یتوجه عه نوع نمونه جم  اور عتعودند، و ممکن امت 

 یوشایمیتیی ع یکی،مورفولوژ هتی یاگیمتتل)، و یهت ی جدا شده اد مح یهت جدایهداشته عتشند. 

در اننت مای   یمتهتوت یزیولوژیدارند، که عتعث ف یمتهتوت 53S rRNA یژن یتعی یتوال ینو همچن

(. در عررمی مت، من   کراتینای منتماب و عنیناه جنات افازایش تولیاد کراتیناتد توما          22  شود

 Deivasigamaniعررمی مشتعه نیاز  ، ادوکراتین عود. در  PVKR15یسفورم یکنیل یلو عتم

واحد عر میلی لیتر( فعتلیت کراتینتدی گوناه هاتی    5225/3و همکترانش عیت  داشتند که عیشترین  

عت امتهتده اد محی  کشت ادوکراتین عود که اد ختک کشاتترگته و مارغ داری جداماتدی     عتمیلو 

ر مقتیسه عت یکدیهر دارند، عطور شده عود. موعستراهتی متتل) کراتینی، متختتری هتی متهتوتی د
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. عت توجه عاه ایان   شده( دارد یفراور ین کراتین نس ت عه ادوکرات یمتت ترمتختتر  ینکراتمثتد 

عتمایلو  لیکنای    جدایاه حاتد،   یان اعات   مسئله ععضی اد موعستراهت کمتر تجزیه پذیر می عتشاند. 

جدایاه هات در    را نس ت ه رییشتع یترعس ینتدیکرات یتحتضر، فعتل تحقیقدر  PVKR15  فورمیس

و  Mohamedدر مطتلعااه  .(5  نشاات  داداد خااود  و همکااترانش Deivasigamani مطتلعااه

 در مطتلعاه مات نیاز     ی گاراد متنت جهدر 07و   pH: 7پشم در  همکترانش، عنینه فعتلیت کراتینتدی

 ینولیتیککرات یدهت. پروتئتدرجه متنتی گراد مشتهده شد( عود 07عنینه دمتی فعتلیت کراتینتدی در 

فعتلیات دارناد و ممکان امات عاه ععضای اد شارای  محیطای          pHاد دمت و  یعیدر محدوده وم

 حست  عتشند، وجود ععضی اد موارد در من   کراتینی ممکن امت فعتلیت این انزیم را منتر کناد. 

 و یاد ورافل یلماولهون  یال مت یال عاه فن  یتحستم یلشده عه دل یدتول یپروتئتدهت در مطتلعه مذکور،

در تحقیق حتضار،   .منتر شدند یحد که در محی  وجود داشت، تت یدام یکتترامت ینام ید یلنات

عودناد و جنات مشاتهده     عتمیلو  لیکنی فارمیس هتی جدا شده، جدایه هتی متتل)  عتمیلو 

هتله شهتف نتشی اد تجزیه موعسترای کراتینی، هر یک اد جدایه هات، روی محای  کشات حاتوی     

راتین امتترا  شده اد پر مرغ کشت داده شدند، همچنین منتر کنناده ای در محای    درصد ک 5/5

وجود نداشت. اد برفی دیهر، روش کتر و مواد مصرفی در مطتلعت، متتل) متهتو، مای عتشاد،   

ینه نیز مای توانناد اد نظار میازا  تولیاد عنیناه انازیم        عن ینتدیهت عت خواص کرات یلو عتمعنتعراین 

 (.22متهتو، عتشد  

و همکاترانش انجاتم شاد،      Mukesh Kumarهمچنین در مطتلعاه ای مشاتعه کاه توما     

 ماوعتیلیس  عتمیلو کراتین دریتفتند که جدایه  درصد 0محققین عت امتهتده اد محی  کشت حتوی 

MPTK6     عتماایلو میازا  فعتلیات کراتیناتدی    . دارای فعتلیات تجزیاه کننادگی کاراتین اماات 

واحد عر میلی لیتر، گازارش کردناد. در مطتلعاه     5/2 – 4/2در این عررمی  MPTK6 موعتیلیس

عتمایلو   ، دارای قتعلیت تجزیه کنندگی کراتین عودند.  لینکی فورمیس عتمیلو جدایه  3حتضر، 

 واحد/میلی لیتار(،  PVKR15  39/535واحد/میلی لیتر(،  PVKR6  334/524  لیکنی فورمیس

PVKR41  05/3   53/533  واحد عر میلی لیتر( وPVKR8  34/3  57/35   واحد عر میلای

مای توانناد در    عتمایلو  لیتر(، عیشترین فعتلیت را داشتند. عنتعراین جدایه هت و گونه هتی متتل) 

(. در مطتلعاه  20میزا  تولید این انزیم متهتو، عتشند و این امر عستهی عه نوع گونه و جدایه دارد  

Mousavi  جداماتدی شاده اد ضاتیعت،     عتمایلو  ماوعتیلیس  و همکترانش اد میت  پنج جدایه
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متکیت ، تننت یکی اد ا  هت دارای ختصیت تجزیه کنندگی کراتین عود که همتنند نتیجه عدمت اماده  

در پاوهش حتضر، عیشترین فعتلیت کراتیناتدی را در   PVKR15عتمیلو  لیکنی فرمیس  درعتره 

55=pH درجاه ماتنتیهراد    43ت، ولی دمتی عنینه جنت افزایش تولید انازیم کراتیناتد،   داشته ام

(. ال ته عر امات   23درجه متنتی گراد عود   07گزارش شد در حتلی که در تحقیق حتضر این دمت 

، عین عتمیلو نتتیج اورده شده در  تحقیقت، متتل)، دمتی عنینه جنت افزایش تولید کراتینتد در 

و  Ahmad pour(. در تحقیقاای کااه 23، 22، 20مااتنتی گااراد ماای عتشااد  درجااه  53تاات  03

همکترانش انجتم دادند، دمتی عنینه عدمت امده جنت تولید انزیم کراتینتد عت نتتیج تحقیق حتضار  

درجاه   22، مارئو   عتمایلو  درجه متنتی گراد(، تهتو، چشم گیر داشت. دمات در ماورد    07 

و  Ahmad pourدر تحقیاق کاه    عتمایلو  مارئو   ی متنتی گراد گزارش شد. جدایاه عاتکتر  

شرکت خریداری شده عاوده و همتنناد عتمایلو  اماتتندارد در تحقیاق حتضار، اد        همکترانش اد

ضتیعت، ب یعی جدامتدی نشده عود و یک جدایه امتتندارد عود، لاذا ممکان امات در اثار نحاوه      

کتری در بود دمت  نهنداری خاود  نهنداری اد جدایه، جنشی در ژ  ا  عه وجود امده عتشد یت عت

و  Sivakumar(. در مطتلعاه انجاتم شاده توما      24را عت دماتی محای  ماتدگتر کارده عتشاد       

، غلظت عنینه موعساترای  TS2 عتمیلو  ترنجینسیسهمکترانش، در مراحل تولید کراتینتد توم  

ر لیتر در محای  کشات   گرم ع 53کراتینی  ادوکراتین( جنت افزایش تولید انزیم کراتینتد عه میزا  

گرم عر لیتار عارای موعساترای کاراتین و ادوکاراتین،       53متی  عود. در پاوهش حتضر نیز غلظت 

عیشترین میزا  کراتینتد را در ایان   PVKR15عتمیلو  لیکنی فرمیس عنترین غلظت عنینه عود و 

کاه میازا     و همکترانش نشت  دادناد  Sivakumarگرم عر لیتر( تولید کرد. همچنین  53غلظت  

ماتعت انکوعتمایو ، عیشاترین     93در مد، دمت   TS2 عتمیلو  ترنجینسیسدرصد اد  4تلقیح 

(. میازا  عنیناه تلقایح    25میزا  فعتلیت کراتینتدی را در پی افزایش تولید ا ، در پی داشته امات   

میلاای لیتاار اد  3در مطتلعااه ماات عااه مقاادار  PVKR15 عتماایلو  لیکناای فاارمیساولیااه جدایااه 

نیم مک فترلناد عاود و    5/3پتنسیو  عتکتریتیی در محی  کشت متی  غنی اد کراتین عت کدور، موم

متعت انداده گیری شاد. دمات  منتماب جنات تولیاد میازا  عنیناه         72عنترین دمت  انکوعتمیو  

(. 23-23متعت گازارش شاده امات      93تت  43بی تحقیقت، متتل) عین  عتمیلو کراتینتد در 

مت اورد  شرای  محی  کشت عنینه و اعمتد ا  عتعث رشد و تولیاد کراتیناتد   در این عررمی، عد

عتمایلو  لیکنای فارمیس     عیشتر و متعتق ت افزایش فعتلیت کراتینتدی شد. فعتلیت کراتینتدی جدایه
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PVKR15  واحد عر میلای لیتار و فعتلیات کراتیناتدی کال       3979/535در شرای  امتتندارد اولیه

لیتر عود. ععد اد تغلایظ انازیم عات اماتهتده اد ماولهت، امونیاوم، فعتلیات        واحد عر میلی  290/030

واحد عار میلای    377/435واحد عر میلی لیتر و فعتلیت کراتینتدی کل عه  059/533کراتینتدی ا  عه 

لیتر افزایش یتفت. در حتد حتضر عسیتری اد منتع  میکروعی دارای تواناتیی تولیاد انازیم کراتیناتد     

  تعداد کمی اد ا  هت اردش امتهتده در صنعت را دارند. در میت  این منتع  تجزیاه  هستند، ولی فق

یکی اد عنترین تولید کننده هاتی انازیم کراتیناتد عات تواناتیی تولیاد        عتمیلو  کننده کراتین، گونه

واحد عر میلی لیتر اد انزیم مذکور در محی  کشت هستند. اد برف دیهار، عات    33/524تت  53/533

تولید کنناده کراتیناتد    عتمیلو گرفتن همه مراحل و مراتب، جنت انتتتب جدایه منتمب  در نظر

عا،وه عار قتعلیات     PVKR15 عتمیلو  لیکنی فارمیس و دارای ویاگی پروعیوتیکی، تننت جدایه 

ذاتی عرای عقات در محای  شاکم و    و پتتنسیل دارای خصوصیت، تولید میزا  کراتینتدی قتعل ق ود، 

(. در نتیجه، می توا  اد جدایه ناتم عارده، در   52عود   داره عنوا  پروعیوتیک امپور عملکرد مهید ع

صنعت تنیه خوراک دام و بیور، عت خواص پروعیوتیکی، امتهتده کرد. همچنین نتتیج مات نشات  داد   

در  PVKR15عتمایلو  لیکنای فارمیس    ، میزا  فعتلیت کراتیناتد  pHکه در مرحله عنینه متدی 

pH  اخت،ف معنی داری نداشت و همچنین عین 55و  53، 9هتی ،pH  نیز تهاتوتی   52و  3هتی

هت اخت،ف معنی داری وجاود   pHدیده نشد، امت میت  میزا  فعتلیت کراتینتدی این جدایه در متیر 

داشت. این اب،عت، عه وضوح نشت  می دهد که نمودار حتصل در این مرحله عه صور، منحنای  

قرار دارند. اد این نتتیج اینهونه امتن تپ مای شاود کاه     55و  53، 9هتی  pHعود و در قله منحنی 

هاتی قلیاتیی ماذکور هام عیشاتر       pHقلیت دومتی که دارد، در  -کراتینتد عه علت متختتر پروتئینی

تولید می شود و هم عنینه ترین فعتلیت را اد خود عه نمتیش میهاذارد. امات در عحاث نتاتیج عنیناه      

، PVKR15 عتمایلو  لیکنای فارمیس   د عیشاتر انازیم کراتیناتد اد جدایاه     متدی دمت جنت تولی

درجه متنتی گراد  07مشتص گردید که عت توجه عه این که فعتلیت کراتینتدی این جدایه در دمتی 

تت  05اد دمتهتی دیهر عیشتر عوده، امت اد لحتی تحلیل امتری، عین میزا  فعتلیت این انزیم در دمتی 

د اخت،ف معنی داری وجود ندارد. در صورتی کاه عاین ماتیر دمتهات، میازا       درجه متنتی گرا 07

فعتلیت این انزیم عت یکدیهر اخت،ف معنی دار وجود داشت. عر این امت  می تاوا  عاتده دماتیی    

درجه متنتی گراد  دمتی مزوفیل( را منتمب ترین عتده دمتی رشد جنت تولیاد کراتیناتد    07تت  05

عتمیلو  ارگتنیسم معرفی کرد. عت توجه عه خصوصیت، ذکر شده اد جدایه عیشتر توم  این میکرو
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جنت تجزیه کراتین پر و تولید مستقیم عتشی اد پروتئین خوراک دام  PVKR15 لیکنی فرمیس

و بیور عت ختصیت پروعیوتیکی می توا  امتهتده کرد. این جدایه عه پتک متدی محای  دیسات عاه    

دور ریز کشتترگته هت  کمک می کند. همچنین مرحلاه عاتکتری   وامطه تجزیه حجم عتلای پر هتی 

کراتینولایتیاک   عتمایلو  ددایی پس اد هیدرولیز پر در فرایند تولید خوراک دام و بیور عت اعماتد  

دارای ختصیت پروعیوتیک امکت  پذیر می شود. در نتیجه پر هتی دور ریز و الاوده کنناده محای     

و بیور قرار می گیرند. عت توجه عه اینکه مطتلعه حتضر صارفتً  دیست، هدف تغذیه و رشد عنتر دام 

عصور، ادمتیشهتهی عود، پیشننتد می شود وضعیت متدگتری ایان عاتکتری عات دماتهته گاوارش      

متکیت  جنت امتهتده عنینه تر اد این عاتکتری در ماواد غاذایی متکیات  در تحقیقات، ععادی ماورد        

 اردیتعی قرار گیرد.

 قدردانی و . تشکر2

 و امکتنات،  ارائاه  در همکاتری  جنات  ادمتیشهته ارندی، شارکت فزاپااوه  فزاعیوتیاک(،    اد

 .شود می قدردانی و تشکر پاوهش این انجتم جنت تجنیزا، ادمتیشهتهی
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