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 كیدهچ

ههي گک  ا وفرل ه  مد ک  توگسلهت  تولرلد     قهوم ب  حلا  جنو ناو  کمهبرش جدتدي گس بهک ايههي  بهک اي: مقدمه
گس . پاوتئهسههت   قهوم ب  حلا  آل  اگ به کهاباد گس فهد  دا بروتومولوژي صمع  ، باگي تولرد تاکربلهت بله گاس  دگاسلد   

 .ا ناف   گس هه ب  تهسن   واد توج  وتژ   حققه  قاگ گتن او، تهف ن گتن بهک اي

هله دا   سموسل   .وگقع دا ش اس ه  جراف ، سموس  بادگاي شلد  ،نوا دا گتن تحقرق، گس چشم  آب نام :ها  مواد و روش
هلهي  وللد پاوتئلهس اوي     بلهک اي  نلاي  غابه .  حرط حهوي سرواوهگنگ  و تولوئن ب   دت س  اوس کش  دگد  شدسد

 ب  اتن نوسل  بهک اتلهت  توسلط او    . با گسهس قطا ههل ، گسجهم شد SKM  (Skim milk agar) حرط جه د گخ صهص  
 S rDNA16   ههي آل  بااس  شد و حلا  گسردت   رنگ  فعهلر  پاوتئهسي دا د هههي  خ اف، و شمهسهت. 

 Bacillusداصلد بل  نوسل      33توگل  و داخ  فراوژس رو  سشه  دگدسلد کل  نوسل  فلو ،       س هتج حهصل گس تطبرق :نتایج

niacini فعهلرل    نلاگد  سلهس   داجل    38تله  28 طهلعهت آسنتم  سشه  دگد ک  گتن آسنت  دا ن ل ا  د لهت   . شبهه  دگاد
علاو  با گتن، برش اتن فعهلر  پاوتئهسي . شود ننگا     ناگد سهس  داج   68پاوتئهسي دگاد ک  برش اتن آ  دا د هي 

دا  فعهلرل  پاوتئلهسي  بااسل   . شلود  نلنگا   ل    3گاي دا گسلردت    و برش اتن پهتلد  3ته  4ههي  گسردت  سرن دا  حدود  
دهلد کل   رلنگ  فعهلرل  آسنتمل        ، گتنوپاوپهسو  و سرواوهگنگ  سشه    FMD ،  هسو ، تولوئن آل  ههي حضوا حلا 

 .گس داصد  48برش گس بهق   هسد  س ب  ب  سموس  فهقد حلا  آل  

هلهي   ههي قارهت  و پهتدگاي دا حضوا حلا  گسردت  ههي نا ه دوس  بود ، فعهلر  دا  قهبار  :گیری بحث و نتیجه
 .آل  گتن پاوتئهس گهمر  داخوا توج   باگي گس فهد  دا صمهتع  خ اف اگ دگاد

 ناي غابه پاوتئهس، حلا  آل ، نا ه دوس ،  :های  لیدی واژه
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 مقدمه

تلاتن  مبلع تولرلد     تاتن و عمد  هه      رواوگانهسر  

دا صلمع   ملهبع نرلهه  و    . شلوسد  هه  ح وب  ل   آسنت 

ههي  داصد گس کل آسنت چ ها و  4جهسواي ب  تاترب تم ه 

هلهي  لواد    شوسد و سهتا آسلنت    واد گس فهد  اگ شه ل   

جهللب گسل  کل     (. 1)گس فهد  خهس گه   رواوبل  دگاسلد   

ههي  رواوب  قهبل تجلهاي شلد ، دا تعلدگد     برش ا آسنت 

شوسد  ههي قهاچ  و بهک اتهت  تهف      عدودي گس جمس

هلهي   بل  نوسل    هه‏تاتن آ  شمهخ   شد  ،دا گکثا  وگادک  

 (.9-1)ه  مد   عاق  2سودو وسهسو  1بهسراوسبهک اتهت  

گصلا  برشل ا پاوتئهسهلهي     کمملد   هله، تولرلد   بهسراوس

ههت  بله   به وجود گتن، تهف ن آسنت  (.5 - 9)تجهاي ه  مد 

خصوصرهت وتژ ، هموگا   واد توج  دگسشممدگ  بلود  و  

خصوصلرهت  هه  مهبع پاوتئهسي جدتدي بله   بهعث شد  آ 

پاوتئهسهلله دا . و عماوادهللهي   مللو  اگ ج لل جو کممللد  

صللمهتع   عللدد گس جمالل  سللم ن پآ رللد، فللاآواي پللاوتئرن،  

. غرگت ، دگاوت  و شلوتمد ، کهابادهلهي فاگوگسل  دگاسلد    

هله دا  حلرط آبل  پروسلد پآ رلدي اگ هرلداولرن        گتن آسنت 

کاد  و دا عدم حضوا آب، بهعث تشورل پروسد پآ رلدي  

هلهي گسل فهد  گس    ب  طوا کا ، گس  نت (. 3و  6)شوسد    

توگ  ب   لوگاد ستلا        ههي آل  هه دا حضوا حلا  آسنت 

گفنگتش حلالر  سوب  اگههي غراقطب ، تغررا : گشها  کاد

ج لل  تعللهد  تا ودتملله رو  بلل  سللم  سللم ن بلل  جللهي   

هلهي جلهسب  وگب ل   بل       هرداولرن،  حدود شلد  وگکلمش  

ناي کهتاگلر    واد سرهس  و گس خهبآب، تغررا دا سوب  اگ 

دا صمهتع شرمرهت  و دگاوتل ، گفلنگتش پهتلدگاي د لهت ،     

توگ  بل    هه اگ    ک  آسنت  حرف آلودن   رواوب  و گتن

طوا    قر  دا فاگتمد شرمرهت  بعلدي تله جدتلد گسل فهد      

ههي آل  به جدگ کلاد    هه، حلا  به وجود گتن  نت . کاد

بهعلث تخاتلب سلهخ ها سل       هلهي آب پلاوتئرن،    ولوو 

هه  شوسد و گس فهد  گس آ  بعدي و دسهتوا  شد  پاوتئرن   

دا  حرط حلا  آل  هموگا  به گتن چهلش بلنا  هملاگ    

هللهي ستللهدي بللاگي   گس گتللن او، تلللا  (. 18 - 4)گسلل  

هلهي آلل ، گس    هله دا حضلوا حللا     سلهسي پاوتئلهس  ‏پهتدگا

  سللهسي شللاگتط  حللرط فعهلرلل  آسنتملل      جمالل  ب رملل  

سللهسي پهتللدگاي خللود آسللنت  ‏و ب رملل (   مدسلل   حللرط)

 (.11)گسجهم شد  گس  (   مدس  پاوتئرن)

هلهي  قلهوم بل  حللا  آلل ، نلاو  کملهبرش         بهک اي

ههي گک  ا وفرل ه  مد ک  ب   جدتدي گس  رواوگانهسر  

ههي سلاتع   ههي سهسش   ثل  وهسر   عا  دگش ن وتژن 

للللوئن، هلللهي خلللهاه کمملللد  تو تا رمللل  غشللله، پمللل 

تاگسس گسلردههي چلاب قهداسلد دا     گتنو اتنگسرو  سرس

. ههي آل  سسدن  کمملد  شاگتط سه  هعد دا حضوا حلا 

هله سرلن    ههي  وجلود دا گتلن بلهک اي    علاو  با گتن، آسنت 

هلهي آلل     فعهلر  و پهتلدگاي خلود اگ دا حضلوا حللا     

ههي  تاتن آسنت  پاوتئهسهه پا  صاف(. 12)کممد  حفظ   

داصلد گس بلهسگا ج لهس      68هشلمد کل  حلدود    ب صمع     

گس پاوتئهسهلهي  . هله اگ بل  خلود گخ صلهد دگد  گسلد      آسنت 

 قهوم ب  حلا  آل  باگي سم ن تاکربهت به گاس  دگاوتل   

هلهي   گس گتن او، تلهف ن بلهک اي  . شود  و صمع   گس فهد    

 هلهي   ولد پاوتئهس  قهوم ب  حلا  آل ، گس جمال   وولو   

هللهي ستللهدي دا بروتومولللوژي  بارلل قه جهلللب بللود  کلل  

تاتن گتلن پاوتئهسهله،    تو  گس    . صمع   و دگاوت  دگاد

سللودو وسهس گسلل  کلل  گس بللهک اي    PST-01پاوتئللهس 

کل   ‏دا حلهل  (. 19)جدگسهسي شد   2881دا سه   آاتنوسه

اوس گسل ،   3/3سرم  عما آ  دا عدم حضوا حلا  آلل   

 هلللهي آلللل   ثلللل   لللهسو ،  دا حضلللوا باخللل  حللللا 

اوس نلنگا    58گتنوپاوپهسو ، گتلران نارولو  برشل ا گس    

دا گتلن  قهلل ، تلد بلهک اي  قلهوم بل        (. 18)شد  گس  

 9حلا  آل   ولد آسنت  پاوتئهس گس چشم  آب نلام نلوا  
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پاوتئهس گتن بلهک اي  . دا ش اس ه  جراف  جدگسهسي شد

داصلللد بللل  طلللوا  خ صلللا  68بللله آ وسرلللوم سلللولفهت 

بروشللرمرهت  آ ، گس سللهسي و سللآس خصوصللرهت  خللهل 

 .جمب  کهابادههي بروتومولوژي بااس  شد
 

 ها مواد و روش
 مواد شیمیایی

 تاتس، تاتآ و ، عصها   خما و کلهسئرن گس شلاک   

 وگد  لواد سرلهس بلاگي    .   ، خاتدگاي شد(گت هلره) 8لروفراچ 

PCR (10X PCR buffer)  ،dNTP (10mM) ،

MgCl2 (20mM)   و آسنتTaq DNA polymerase   گس

شاک  سرمهژ  و سهتا  وگد شرمرهت   واد سرهس گس شاک  

طلوا پاگتماهلهي    هملرن . خاتلدگاي شلد  ( آلمله  ) اك 

 .  سللم ن شللد ( کللا ) للواد سرللهس توسللط شللاک  برللوسرا    

ههي آلل   لواد سرلهس گس شلاک   لاك خاتلدگاي        حلا 

 .شدسد

هدای مولدد پروتئداز مقداوم بده       با تری گری غربال

 حلال آلی

 62گس چشم  آب نلام نلوا بله د لهي     سموس  بادگاي 

دا آس هتشلگه  دا  حلرط   . شلد گسجلهم   نلاگد  سهس  داج  

داصد سلرواوهگنگ  و توللوئن    98سوتاتم  باگث حهوي 

    بلاگي ) ناگد سهس  داج   93سهع  دا د هي  84ب   دت 

پلس گس  . کشل  دگد  شلد  ( جاونراي گس تبخرا حلا  آل 

ادگش   و ب   حلرط  لر ا گس گتن  حرط ب  را پمج گتن  دت، 

   داصد سرواوهگنگ  و تولوئن تاقلر  شلد   98تهس  حهوي 

داجللل   93سلللهع  اشلللد دا د لللهي  28پلللس گس (. 15)

 رواولر ا گس گتن  حرط بادگش   و  188،  قدگا ناگد سهس  

. کشلل  دگد  شللد SKMاوي  حللرط جه للد گخ صهصلل  

سلهع    84نوس  بهک اتهت  کل  برشل اتن ههلل  اگ پلس گس     

عمللوگ  سللو  ب رملل   ولللد   دگد بلل     سشلله   لل گسووبهسللرو

 .  پاوتئهس  قهوم ب  حلا  آل  گس خهب شد

 شناسایی سویه
باگي شمهسلهت  نوسل     S rDNA16گس او   ولوول  

گب لدگ بلهک اي اوي  حلرط    (. 16) واد سظا گسل فهد  شلد   

 سلهع   28و بل   لدت    دگد  سوتاتم  آنها کش  چمم 

 .شد نا هنرگاي ناگد سهس  داج   93 د هي دا

  ب  کمد لوپ گس سط   حرط تهف  اشدي هه بهک اي

ا طل دا آب  ق آ  کش  جمع آواي و سوسآهس لروس  گس 

 وژ سوسآهس لرو  حهصلل دا  رسلهس اتف  بله . گس اتل ت ر  شد

و دا دقرقل    18 بل   لدت   نلاگد  سلهس   داج   چ ها  د هي

جدگسلهسي   .بل  دسل  آ لد   اسوب بلهک اي   g4888 دوا

DNA     بل    .ژسو   به گس فهد  گس کرل  سلرمهژ  گسجلهم شلد

ژسلو   گسل خاگه    DNA  مظوا تخمرن کرفر  و کمرل   

دا ( 188بله اقل    ) DNAشد ، جرب  حاو  اقرق شد  

بله  . سهسو  ا گسلدگس  نرلاي شلد    248و  268ههي  طو   وه

و  .DNA (µg/ml)=50.d.A260 Concگسل فهد  گس اگبطل    

و  رللنگ    DNA  بلل  تاترللب غاظلل   A260/A280س للب  

پاگتماهلله  طللهبق بلله  (.13)خاللود آ  تخمللرن سد  شللد 

 شلول ب   S rDNA16توثرا ژ      پاگتماههي عمو   باگي

 :Forwardپاگتملللللا   (:16)ستلللللا طاگحللللل  شلللللدسد  

5' -AGT TTG ATC CTG GCT CAG – 3'  

 :Reverse primerو   Tm = 53/7 ºC بللللله 

 5' -GGC/T TAC CTT GTT ACG ACT T-3
'  

 طلهبق بله باسه ل   تلل      PCRوگکلمش  . Tm = 53/4 ºC به  

، بلاگي  نلاگد  سلهس   داجل    38  د لهي گولرل     (1 :گسجهم شد

 38: سرول کل  هلا کلدگم شله ل     98 (2؛ دقرق پمج  دت 

 85، نلاگد  سلهس   داج   58ثهسر  و  85،  ناگد سهس  داج  

بللاگي توثرللا  (9؛ ثهسرلل  38،نللاگد سللهس  داجلل   32 ثهسرلل  و

. دقرقلل  4، بللاگي  للدت  نللاگد سللهس  داجلل   32س للهت  

 تللدپللس گس گلو اوفللواس ژ  آنللهاوس   PCR حصللو  

سلهسي   خلهل   DNA داصد به گس فهد  گس کر  گس خاگه
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 DNAبه گسل فهد  گس تلوگل  تلهب     DNAسآس توگل  . شد

 .  تعررن شد( کا )توسط بروسرا 

 تولید آنزیم و خالص سازی جزیی
 :ستا گس   تاکربهت  شه ل کش پرش  حرط 

Nutrient broth (8 g/L), soya meal (17 g/L), 

peptone (10 g/L), tryptone (10 g/L), NaCl (5 g/L) 

 4/6هلهي کشل  قبلل گس گتلوکلاو بل        گتن  حلرط  گسردت  

 Yeast :آسنتمل  شله ل   کش  تولرد  حرط. اسهسد  شد

extraet (17 g/l)  tryptone (10 g/L), NaCl (5 g/L) 
 3ههي کش ، قبل گس گتلوکلاو بل     گتن  حرط گسردت  . بود

 سهع  پس گس تاقلر   حلرط تولرلد    84 (.14) اسهسد  شد

،  حرط کش  حهوي بهک اي وسرا   حرط پرش کش   ب 

داجللل  چ للها    دقرقلل  دا  18توثرللا تهف لل  اگ بلل   لللدت   

سهس اتفوژ کلاد  و بل   حالو      g 5888به دوا ناگد سهس  

،  حالو     بلود ظلاف دتگلاي  م قلل شلد     اوت  کل  بل   

 PMSF (  فمرللل   رللل سللولفوسرل فاواگتللد ) ؛گوللهف  شللد 

 لورا    رال   تدطواي ک  غاظ  س هت  آ  دا  حرط  ب 

ب   حالو  اوتل  دا حله  هل  سد  شلد  آ وسرلوم       . بهشد

. داجل  گشلبه  باسلد    داصلد  65سولفهت گوهف  شد ته بل   

داجلل   چ للها سللهع  دا د للهي پللمج سللآس بلل   للدت  

قاگا ناف  و بعد گس سآاي شد  گتن س ه  دا  ناگد سهس  

 15ب   لدت   g12888دا و  ناگد سهس  داج   چ ها د هي

دقرق  سهس اتفوژ شد  و اسوب حهصل دا حلدگقل حجل    

 حالو    .حل شد 4/3 گسردت  به   ورا تاتس  را  28بهفا 

سل   ، حدگقل پاوتئهسيپاوتئرم  غارظ شد  حهوي فعهلر  

گتلن بلهفا    حضلوا  دا ناگد سهس  داج   چ ها بها دا د هي

 .و باگي  طهلعهت آسنتم  گس فهد  شد دتهلرن

 اندازه گیری فعالیت پروتئازی

بل   پاوتئهسي به گس فهد  گس سوب  اگي کلهسئرن  فعهلر   

 کلهسئرن هرلداولرن   . طهلعل  شلد   طبرعل  عموگ  سوب  اگي 

 248دا نرلاي جلرب    بله گسلدگس     حالو  آسنتمل   توسط 

 حالو   . نرلاي شلد   گسلدگس  بل  او  سقطل  پهتله     سلهسو  ا  

بللهفا   رواولر للا 258 :شلله ل رواولر للا  588وگکللمش 

 رواولر ا  حالو    288، 4 گسردت    ورا به  را  58تاتس

گتن  . رواولر ا  حاو  آسنتم  بود 58داصد و  2کهسئرن 

 نلاگد  سهس  داج   58دقرق  دا د هي  18 حاو  ب   دت 

داصللد  18 رواولر للا  حاللو   588سللآس .   گسووبلل  شللد

 و دا دوا   گفلللنود  TCA))کالللاو گسللل رد گسلللرد  تلللاي

g 12888   حالو   . دقرقل  اسلوب دگد  شلد    18ب   لدت 

ههي آ رمل  هرلداولرن شلد  سوب ل اگي      اوت  حهوي گسرد

سلهسو  ا   248کل  جلرب آ  دا طلو   لوه         کهسئرن گس 

هله گس  حالو     دا تمله   وگکلمش  (. 13)  گسدگس  نراي شلد 

 TCAک  قبل گس گفنود  آسنت ،  حاو     شههد گس فهد  شد

تشهت س  بها تولاگا و گسحلاگف  عرلها    آس ه. شد  گوهف    

 . آس ه  حهسب  شد

 بهینه برای تولید آنزیم اسیدیتهتعیین زمان و 

، تولرد آسلنت   پاوتئهستولرد  ب رم  ب   مظوا تهف ن س ه 

گس طاتللق سللمجش )ي   عللدد پللس گس کشلل  هلله دا س لله 

دا تولرلد   گسلردت    گثلا  و سرلن بااسل   ( فعهلرل  آسنتمل   

 حللرط تولرللد دا  ،تللن  مظللوا  گبلل. دشلل طهلعلل   پاوتئللهس

 . گس فهد  شدت ر  و  4 ته 5ههي   عدد برن گسردت  

 تعیین خصوصیات آنزیمی

هدای   اسدیدیته اندازه گیری فعالیت و پایدداری در  

 مختلف

باگي تعررن گسردت   ب رم  بلاگي عماولاد آسلنت ، بلهفا     

 : ههي ستا ت ر  شد  ورا بهفا  را  58ط حهوي او خ

 Glysine (2-4), acetate-Na (4-6), phosphate-Na 

(6-8), Tris-base (8-10), Glycine (10-12) .  سآس بله

هلهي   اسهسد  گسردت    حرط وگکمش آسنتمل  بل  گسلردت     

هله گسلدگس  نرلاي      واد سظا، فعهلر  آسنت  دا آ  گسردت  

 .شد



 

 

 Bacillus sp. DAF-01 81 داو تعررن خصوصر  پاوتئهس  قهوم ب  حلا  آل  جدگسهسي و شمهسهت  

 

 

بررسددی فعالیددت و پایددداری پروتئدداز در دماهددای   

 مختلف

 خ اللف طبللق  د ههللهي دا آسنتملل  فعهلرلل  بااسلل 
او  گس هسدگاد گسجهم شد به گتن تفهوت ک  دا هلا بلها گس   

داجلل    38 تلله 28)تللد د للهي گسووبهسللرو    فللهوت    
برشل اتن فعهلرل  آسنتمل  بل      .   گسل فهد  شلد  ( نلاگد  سهس  

داصد دا سظا ناف ل  و  رلنگ  فعهلرل      188 ،دس  آ د 
بلاگي تعرلرن   . دشو  دا سهتا د ههه س ب  ب  آ  سمجرد    

 نلاگد  سلهس   داج   68و 58 د هههي داهه  پهتدگاي، آسنت 
و  158، 128، 38، 68، 98 هللهي س لله  دا و شللد  گسووبلل 
بل    دقرق  پس گس گسووبهسرو  سموسل  بلادگاي گسجلهم و    148

سللآس  رللنگ  . قللاگا دگد  شللدسد تلل  دقرقلل  دا 28 للدت 
فعهلرللل  آسنتمللل  بلللهق   هسلللد  طبلللق او  گسللل هسدگاد 

 . نراي شد گسدگس 

هدای آلدی    بررسی پایداری آنزیم در حضور حلال 

 در دمای اطاق
هلهي آلل  دا    باگي بااس  پهتدگاي آسلنت  دا حللا   

ههي آلل    داصد گس حلا  88 (V/V)د هي گطه ، غاظ  
گتنوپاوپللهسو ، کااوفللام،  دي   رللل فوا ه رللد،   للهسو ، 

 گسلردت     ورا تاتس و بله     را  58سرواو هگنگ  دا بهفا 
سآس  قدگا   لهوي گس گتلن حللا  و     . واد سظا ت ر  شد

 قلدگا  .   آسنت  دا تد  رواوترلوپ بله هل   خالوط شلد     
 (V/V)غاظللل  س لللهت  حللللا  دا س للله  گسووبهسلللرو   

 داجل   98هله دا د لهي   سآس  رواوترلوپ . بود داصد28
. سلهع  گسووبل  شلدسد    9ب   دت  168و دوا  ناگد سهس  

پس گس گتن  لدت،  رلنگ  فعهلرل  بلهق   هسلد  آسلنت  دا       
 قللدگا غاظلل  س للهت  حلللا   (. 28)هلله گاستللهب  شللد   آ 

(V/V) داصد بود دو. 
 

 نتایج 
و شناسایی گونه با تری مولدد پروتئداز    گری غربال

 مقاوم به حلال آلی

داجللل   62دگاگي د لللهي  چشلللم  آب نلللام نلللوا 
گس  ک  دا جموب گس ه  کا له    5 گسردت  و  ناگد سهس  

هلهي آب   سموسل  . و دا ش اس ه  جراف  وگقع شد  گسل  
 98بادگش   شد  گس دههس  چشم  ب   حلرط کشل  حلهوي    

. سلد   داصد سلرواوهگنگ  تاقلر  شلد    18داصد تولوئن و 
هله   سموسل  .   سهع   حلرط کشل  تعلوتد شلد     84پس گس 
کشل    SKM (Skim milk agar) حلرط جه لد   اوي 

سللهع  دا  84هللهت  کلل  پللس گس   دگد  شللدسد و بللهک اي
. ههلل  گتجلهد کلاد  بودسلد  قهت ل  شلدسد       کالوس  گطاگف 

 کالوس  نوس  بهک اتهت  کل  برشل اتن ههلل  اگ دا گطلاگف     
شلول  )   عموگ  ب  اتن سو  گس خهب شلد   سشه  دگد  بود ب

 .و با اوي آ   طهلع  شد( 1
 

 
 Bacillus sp. DAF-01 بهک اتهت  ناي غابه  -1شول 

 SKM ولد پاوتئهس اوي  حرط 

 

  S rDNA16 تعیین گونه میكروارگانیسم با استااده

تعررن نوس  بهک اتهت  به گسل فهد  گس گطلاعلهت حهصلل    

 DNAبلاگي ت رل    (. 16)شلود    گسجلهم  ل    S rDNA16گس 

سلرمهژ  گسل فهد     DNAژسو   بهک اي گس کر  گس خاگه 

، (2شلول  ) PCRتوثرلا تهف ل  بله گسل فهد  گس       DNAشد و

گس شلاک  سلرمهژ  تخالر      DNAتوسط کر  تخار  

( کلا  )شد و سآس باگي تعررن تلوگل  بل  شلاک  برلوسرا     

 .   گاسه  شد



 

 

 1931 تهب  ه ، 2 هه، سه  گو ، شمها  شمهس   رواوگانهسر    جا  ست    82

 

 

 
 Bacillus بهک اي S rDNA16ژ   PCR حصو   -2شول 

sp. DAF-01 (  2چههد شمها )و DNA ladder ( چههد

 (.1شمها  
 

دا  قهت   بله سلهتا    PCRبعد گس تعررن توگل   حصو  

داخ  فرالوژس رو  بلاگي آ  اسل      S rDNA16ههي  ژ 

 اسلل  داخلل  فراوژس رللد بلله گسلل فهد  گس سللام گفللنگا .شللد

MEGA4   و  قهت لللل  تللللوگلS rDNA16 بللللهک اي 

Bacillus sp. DAF-01  هللهي بهسللراوس   نوسلل  13بلله

 21)گسجهم شد  گس   5 وجود دا  اکن  ا  بروتومولوژي

س هتج حهصل گس تطبرق توگل  و داخ  فرالوژس رو   (. 22و

 Bacillus niaciniسشه  دگدسد کل  نوسل  فلو  بل  نوسل       

 33کل   رلنگ  شلبهه  سوکائوترلدي آس له          سندتد گسل  

  عللدد دس اسلل  تللوگل  (. 9شللول )بهشللد   داصللد  لل  

سوکائوترللدي گاگئلل  شللد  دا بهسللد ژسلل ، تحلل  عمللوگ    

JX500529  گس   . 

 
 داخ  فراوژس  بهک اي  ولد پاوتئهس بهک اتهت   قهوم ب  حلا  آل  جدگ شد  گس چشم  آب نام -9شول 



 

 

 Bacillus sp. DAF-01 89 داو تعررن خصوصر  پاوتئهس  قهوم ب  حلا  آل  جدگسهسي و شمهسهت  

 

 

 بهینه سازی شرایط تولید آنزیم 

  مل  بلا  رلنگ      تلثثرا جه ک  س ه  گسووبهسرو   گس آ 

دا گتلن  . تاش  آسنت  دگاد، دا گب دگ گتن   غرا بااس  شد

هللهي  تحقرللق، فعهلرلل  آسللنت  پللس گس نرشلل ن س لله      

 93سللهع  دا د للهي  36و  32، 84، 96، 28گسووبهسللرو  

س لهتج سشله    . ، گسدگس  نراي شلد  گسل   ناگد سهس  داج  

سهع  پس گس گسووبهسرو  تولرلد   84دهد ک  دا س ه      

 (. 8شول )اسد سنت  ب  حد گکثا  قدگا خود   آ

 

 
 ب رم  سهسي س ه  تولرد پاوتئهس بهک اتهت   -8شول 

Bacillus sp. DAF-01 
 

 

 خ الف سرلن    گسلردت   هلهي بله    تولرد آسلنت  دا  حلرط  

دا  حرط کش  تولرد گس بهفا ف فهت گس فهد  . بااس  شد

تمظلر  شلد     4تله   5ههي  خ الف بلرن    گسردت  شد ک  دا 

سللهع  گس تاقللر   حللرط تولرللد توسللط   84پللس گس . بللود

 93بهک اي توثرا تهف   دا  حرط پرش کش  و دا د لهي  

هلهي کشل  سلهس اتفوژ شلد  و      ،  حرطناگد سهس  داج  

س لهتج  . فعهلر  پاوتئهسي دا شاگتط گس هسدگاد بااس  شلد 

گس .    گسل   ابلوط   3  گسردت سشه  دگد ک  برش اتن تولرد ب  

 ،گتللن او، دا  اگحللل بعللدي بللاگي تولرللد آسللنت  پاوتئللهس

اسهسد  شد و  لدت س له  کشل  دا     3 حرط ب   گسردت  

  . سهع  گس خهب شد 84 حرط تولرد 

 تعیین خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم پروتئاز

 بااس  فعهلر  و پهتدگاي پاوتئهس دا د هههي  خ اف

داجلل   38تلله 28 د للهي دا آسنتملل  فعهلرلل   رللنگ 

سشله  دگد    5 کل  دا شلول   گسدگس  نراي شلد  ناگد سهس  

دهد ک  گتلن آسلنت  دا ن ل ا       س هتج سشه    . شد  گس 

 و برشل اتن     فعله  گسل    ناگد سهس  داج   38ته  28د هت  

گتلن   ک     گس  ناگد سهس   داج 38ته  68 د هي دا فعهلر  

 گسل   62 د لهي  دا  ک بهک اي طبرع   ست  گه  ب  فعهلر 

 .    سندتد گس 

 
 ههي  خ اف  رنگ  فعهلر  آسنتم  اگ دا س ه  -5شول 

س هتج سشه     دهد ک  گتن آسنت  برش اتن فعهلر  اگ دا د هي 

  .دهد  سشه     ناگد سهس  داج   65
 

هدای   اسدیدیته اندازه گیری فعالیت و پایدداری در   

 مختلف

با فعهلر  پاوتئهسي، پاوتئلهس   گسردت  باگي  طهلع  گثا 

هللهي  خ اللف گسووبلل  شللد  و فعهلرلل  آ        گسللردت  دا

س هتج سشه  دگد ک  گتلن آسلنت  دا   . نراي شد  گس  گسدگس 

فعه  بود  و برشل اتن فعهلرل     گسردت    حدود  وسرع  گس

دهلد    سشله   ل    3تله   4هلهي   گسلردت   خود اگ دا  حدود  

  .(6شول )
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 1931 تهب  ه ، 2 ، شمها گو ، سه  هه شمهس   رواوگانهسر   ست   جا    88

 

 

 
دا  Bacillus sp. DAF-01فعهلر  پاوتئهسي   -6شول 

 ههي  خ اف گسردت  حضوا 
 

گتن آسنت  سرلن پلس گس    گسردت  علاو  با گتن، پهتدگاي 

هلهي  خ الف    گسردت  دقرق  دا  98گسووب  کاد  ب   دت 

دهد ک  پهتدگاي ب رم  گتلن    س هتج سشه    . سرن بااس  شد

قبلل و بعلد گس گتلن    (. 3شول )    گس  4گسردت     پاوتئهس دا

تهبللد کلل  تهکرللدي بللا   سرللن پهتللدگاي کللههش  لل  گسللردت   

 . خهصر  قارهت  آ  دگاد
 

 
دا حضوا  Bacillus sp. DAF-01پهتدگاي پاوتئهس   -3شول 

 ههي  خ اف گسردت  
 

 

 

 

 

و پایدداری   هدای آلدی روی فعالیدت     بررسی حلال

  پروتئاز

سلللهع   9فعهلرللل  آسنتمللل  بلللهق   هسلللد  پلللس گس  

سرلن بااسل    داصد حلا  آل   28گسووبهسرو  دا حضوا 

س للهتج سشلله  دگد کلل  فعهلرلل  پاوتئللهسي دا حضللوا . شللد

 25و  18بلل  تاترللب )و   للهسو   DMFآللل   هللهي حلللا 

دا حضوا . برش گس سموس  کم ا  فهقد حلا  گس  (داصد

تم  بهق   هسلد  بلرش    رنگ  فعهلر  آسن ،هه سرن سهتا حلا 

  .(1جدو  )گس داصد  45گس 
 

سهع   9 رنگ  فعهلر  پاوتئهسي پس گس  -1جدو   

 ههي آل  داصد حلا  28گسووبهسرو  دا حضوا 
Remaining activity (%) Organic solvent 

100 No O. S. 

110 DMF 

86 Isopropanol 

94 Cloroform 

125 Methanol 

92 Cyclohexane 

 

 گیری  نتیجهبحث و 

تله   68 د لهي  دا فعهلر  پاوتئهس  واد  طهلع  برش اتن

کل  قهبارل  گسل فهد  گس گتلن      گسل   نلاگد  سهس   داج  38

د لهي  . دهلد    ل   آسنت  نا هدوسل  اگ دا صلمع  سشله    

 6بهسلراوس سلوب رارس  ب رم  پاوتئهس جدگ شلد  گس بلهک اي   

PE-11 ،68   د لهي ب رمل  تلد    . گسل   نلاگد  سلهس   داج

، AP-4 3بهسللراوس گسلل ئهاوتا وفراوسپاوتئللهس قارللهت  گس 

(. 29و  14)ننگا  شلد  گسل     ناگد سهس  داج   55سرن 

و هموهاگ  تد پاوتئهس قارهت  به د لهي   4دا حهل  ک  جو

اگ ننگا  کلاد    ناگد سهس  داج   58ته  85ب رم  حدود 

تئللهس گس و هموللهاگ  سرللن تللد پاو   3نوابللل(. 28)گسللد 

 نلاگد  سلهس   داجل    68بله د لهي ب رمل      بهسراوس سائوس

 (.25)ننگا  کادسد 
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 Bacillus sp. DAF-01 85 داو تعررن خصوصر  پاوتئهس  قهوم ب  حلا  آل  جدگسهسي و شمهسهت  

 

 

ههي بلهسي سشله  گس    گسردت  فعه  بود  آسنت  دا  حدود  

خهصر  قارهت  گتن آسنت  دگاد ک  گتن  ووو  گس لحله   

ب رملل  بللاگي  گسللردت   . بروتوموللوژتو  قهبللل توجلل  گسلل  

پهتدگاي آسنتمل  بل     ب رم  باگي گسردت  فعهلر  آسنتم  و 

هللهي جهتگلله  فعلله  آسللنت  گس جمالل  استللدوههي  وتژنلل 

جهتگه  فعه  آسلنت  وگب ل   گسل  و تحل  تلهثرا سلهخ ها       

 عملور اگبطل    ل قرم  بلرن شلاگتط ب رمل        . آسنت  گس 

. فعهلر  آسنتم  و شاگتط ست ل  بلهک اي وجلود سلدگاد    

 هلهي سلودو وسهس   پاوتئهسههي  قهوم ب  حلا  گس بلهک اي 

سرلللن  BG1 11بهسلللراوس سلللائوسو   PseA 18اتنوسلللهآ

ننگا   3ته  4هه برن  ب رم  آ  گسردت  جدگسهسي شد  ک  

فعهلرل    18ههي بهرتا گس  گسردت  دا حهل  ک  دا . شود    

(. 23و  26)خللود اگ بلل  طللوا که للل گس دسلل  دگد  گسللد   

هلله دا  بهسللراوسب للرهاي گس پاوتئهسهللهي جللدگ شللد  گس   

سللوب رارنتن . کممللد  فعهلرلل   لل   هللهي قارللهت   گسللردت  

فعهلرل     19بهسلراوس لچمرفلوا رس  بهک اي  12کهال با 

و  12)دهلد    سشله   ل    18تله   4 گسلردت   ب رم  خلود اگ دا  

14 .) 

 دا حضلوا تمله    ‏Bacillus sp. DAF-01پاوتئلهس  

گس فعهلرل   داصلد   45بلرش گس   ي  لواد  طهلعل ،  هه حلا 

گتلن س لهتج سشله  گس     .پاوتئهسي خود اگ حفظ کاد  گسل  

. هلهي آلل  دگاد   پهتدگاي گتلن پاوتئلهس دا حضلوا حللا     

داصلد   25علاو  با گتن، دا حضوا حلا  آل    هسو  سرن 

 بهسلراوس فعهلرل  پاوتئلهس   . دهد  گفنگتش فعهلر  سشه    

دا حضلوا بملن ، دي گترلل گتلا و گسل و  بل         RN2نوس  

(. 12)داصد ننگا  شد  گسل    188و  182، 184 رنگ  

سرن دا حضوا حلا  آل  گتنوپاوپهسو  ب   HR-08پاوتئهس 

دگد دا حهل  ک    داصد گفنگتش فعهلر  سشه     28 رنگ  

دا حضوا حلا  آل  پاوپهسو  فعهلر  آ  کلههش سشله    

  (.14)دگد     

ههي  قلهوم بل  حللا  آلل  بل  عال  دگشل ن         بهک اي

هللهت  بلله  قهو لل  و کللهاگت  بللهر دا حضللوا      آسللنت 

دا . ههي آلل   لواد توجل  وتلژ  قلاگا ناف ل  گسلد        حلا 

تلوگ  بلدو      صوات تهف ن پاوتئلهس  قلهوم بل  حللا   ل      

بللا   مدسلل    هللهي پللا هنتملل  و س لله    گسلل فهد  گس او 

پاوتئرن، با چهلش غرا فعله  شلد  پاوتئهسهله دا  حلرط     

س لهتج گتلن پلژوهش سشله  دگد کل       . حلا  آل  غاب  کاد

ههي  ئهسي گس  ک  وتژن بهک اي غابه  شد   ولد پاوت

هلهي   گسردت   م هسي  ثل نا ه دوس  بود ، فعهلر  دا 

ههي آلل  اگ   بهسي و پهتدگاي قهبل توج  دا حضوا حلا 

دگاد ک  هاکدگم گس آس ه دا بروتومولوژي سم ني گهمرل   

گتلن  گتن خصوصلرهت،  به توج  ب  . دا خوا توج   دگاسد

 تاکربلهت بله گاس   توگسد دا صمع  باگي سم ن      آسنت 

گسل فهد    ،هلهي آلل    دا حضلوا حللا    دگاوت  و صمع  

 .شود

 تشكر و قدردانی

عاللوم و  گتللن پللژوهش بلله حمهتلل   للهل  پژوهشللگه 

رط ، دگسشلگه  تحصلرلات   و عاوم  ح رشاف  پ يتومولوژ

طلا   )تومرا  صمع   و فمهواي پرشاف  ، کا ه ، گتلاگ   

ما کا له   و دگسشگه  ش رد بلهه ( 9121/1پژوهش  شمها  

وسرا  گس   لئولرن  ح لام گتلن     گسجهم شد  گس  ک  بدتن

 .سهس ه  هه سآهسگنگاي    شود
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Abstract 

Introduction: Organic solvent-tolerant bacteria are relatively novel extermophilic 

microorganisms, which can produce organic tolerant protease with capacity of being used in 

industrial biotechnology for producing high-value compounds. Therefore, finding of these 

bacteria has drawn much researchers attention nowadays.  

Materials and Methods: In this project, samples were collected from a hot spring, located in 

Jiroft. Samples were incubated in medium supplemented with cyclohexane and toluene for 3 

days. Screening of protease producing bacteria was performed on the specific media, SKM 

(Skim milk agar), based on clear area diameter. The best bacterium was identified based on 16s 

rDNA gene. Protease activity was considered in different temperatures, pH and organic 

solvents. 

Results: Sequence alignment and phylogenetic tree results showed that this bacteria was closely 

related to Bacillus niacini, with 97% homology. Enzymatic studies showed that, this enzyme 

was active at a wide range of temperatures, 20-90 °C and it,s optimal activity was in 60 °C. In 

addition, maximum protease activity was obtained in the 8-9 range of pH, and optimal stability 

was also at pH 9.0. Protease activity in the presence of methanol, toluene, isopropanol, 

cyclohexane and DMF  showed that, remaining activity was at least 80% compared to the 

control (without organic solvent)  

Discussion and Conclusion: Thermopilic capacity, being active in alkaline protease and high 

protease stability in the presence of organic solvents all herald a remarkable application for 

using in different industries.  
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