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:چکیده

در دریاییيهازبالهاستفاده از شده است درباره روند توسعه پایدار محیط زیست و اقتصاد، موجب 

مهم از صنایع غذایی را تشکیل داده است. یاخیر بخشيهاسال. میگو در مقیاس بزرگ بحث شود

شده میگو بدون استفاده مناسب، به نابودي منابع و مشکلات دفع زباله و آلودگی محیط انباشتهيهازباله

یک روش براي بازیابی مواد هاسمیکروارگانیمشده است. تخمیر پسماند میگو با منجر زیست 

، که باندهاي شودیمکننده در نظر گرفته تجزیهعنوان آنزیم بهبیولوژیکی فعال است. کیتیناز باکتریایی 

متفاوت يهاطیمحکیتین از ةکنندتجزیهيهايباکتر. در این مطالعه شکندیمگلیکوزیدي را در کیتین 

. سپس با خصوصیات میکروسکوپی، فیزیولوژیکی و شده استجدا و سپس کارآمدترین انتخاب 

که Bacillus.licheniformisشناسایی و با سویه SrRNA16خصوصیات مولکولی با تعیین توالی ژن

Bacillus.altitudinis. سویه جداشده شداست، مقایسه شده بیشترین میزان کیتیناز تاکنون از آن گزارش 

، کیتیناز مقاوم به حرارت بالا راروز4در طول U/mL1/5قادر است با فعالیت آنزیم شناسایی شد و

استفاده ،. بنابراینکندینمر در شرایط عادي رشد روي پوست میگو تولید کند، ولی روي نوترینت آگا

میزان فعالیت کیتیناز، روش ساده و ارزان ،. در نتیجهکندینماز آن آلودگی براي محیط زیست ایجاد 

و استفاده از pHسازي آن، مقاومت بالاي آنزیم در شرایط دمایی بالا، فعالیت در محدوده وسیع جدا

.دهدیمکیفیت برتر کاربردي این سویه را در تخمیر پوست میگو نشان ،سوبستراي ارزان پوست میگو

.سیفورمیکنیل، باسیلوس سیشودنیآلتباسیلوس ، نیتیککیتیناز، پوست میگو،:کلید واژگان
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مقدمه

اخیر با توسعه کشت آبی، پرورش میگو يهاسالدر 

در آسیا در این ویژه بهپرورش میگو .استافزایش یافته

برابر سهنیزدرصد رشد سالانه داشته و در ایران80هاسال

درصد کل وزن میگو و 60تا 50شده است. تقریباً 

مانند سر و دهد را مواد غیر خوراکی تشکیل میخرچنگ 

-زیستمهم يهاندهیآلاجزوکه دم و اسکلت خارجی 

اما غنی از کیتین و البته پروتئین ندرویمبه شمار محیطی 

کردن پوست صنایع دامپزشکی، خشک. در]1[هستند 

میگو در آفتاب جهت خوراك دام و کشت آبی انجام 

تهیه غذاي دام بسیار غیر کردنآمادهولی شرایط شودیم

علاوه پسماند میگو روي سواحل خشک بهاست،بهداشتی 

يهایآلودگبد، آلودگی سطوح و بسیار که بوي شودیم

افزایش پسماند میگو به باوجود این، . ]2[محیطی دارد 

است. ناپذیردلیل افزایش مقدار مصرف آن اجتناب

یک هم با پسماند ماهی ویژه بهدورریختن پسماند میگو 

، یک مشکل اقتصادي استهم محیطی و زیستبحران 

،. به این ترتیبشودیمزیرا مواد بیولوژیکی باارزشی تلف 

کاربرد تکنولوژي مناسب براي تبدیل مواد بیولوژیکی از 

.استپسماند میگو به تولیدات باارزش ضروري 

اندشده از پوست میگو عبارتمحصولات مهم تولید

پروتئین، کیتین، کیتوزان، لیپید و مواد معدنی ازجمله :زا

کربنات کلسیم و همچنین مقدار کمی از کاروتنوئیدهاي 

. کیتین که بیشترین میزان این مواد را تشکیل ]3[ارزش اب

پلیمري خطی از واحدهاي ان استیل گلوکز آمین دهدیم

. اندشدهبه یکدیگر متصل β- 1,4است که با پیوندهاي 

پلیمر زیستی موجود نیترفراواناین پلیمر، پس از سلولز، 

در هاقارچ. کیتین، علاوه بر رودیمدر طبیعت به شمار 

، پروتوزوئرها، نماتدها و هااتومهیدساختار بدن حشرات، 

با (تیمارهاي شیمیایی . ]4[شودیمیافت پوستانسخت

براي بازیافت کیتین و پروتئین و )اسید و باز قوي

ولی نتیجه این عمل قیمت شودیمکاروتنوئیدها استفاده 

شرایط اقتصادي براي بالا و تولید مضر فاضلاب است، که 

امروزه کیتین اهمیت . ]2[ستینمناسب و محیطی 

به خود اختصاص داده است. کیتین ياژهیوبیوتکنولوژي 

دارویی مطلوبی مانند فعالیت يهایژگیوتنها پتانسیل نه

بلکه داردضد میکروبی، ضد کلسترول و ضد تومور 

داراي پتانسیل بالایی در تیمار فاضلاب، تحویل دارو و 

عنوان یک فیبر رژیمی هم از آن بهو استبهبود زخم 

.]5[شودیماستفاده 

هیدرولاز با از نوعی گلیکوزیلکیتینيهامیآنز

بتايدیکوزیگلکه با شکست پیوندقدرت کاتالیز هستند 

توانندیمآمین استیل گلوکزN– يواحدهادر بین 4و 1

کنند تجزیه کیتینی،يدهایگوساکاریاولپلیمر کیتین را به 

و براي است آلی بسیار مقاوم يهاحلال. کیتین به ]6[

دارد. محصول نیاز به اسیدهاي معدنی قوي بودن حلال

منبع کربن یا نیتروژن براي تواندیمهیدرولیزشده کیتین 

نازهایتیک. و آن را ذخیره کردباشدهاسمیکروارگانیم

از گستردهیگلیکوزیل هیدرولازهایی هستند که در طیف

، حشرات، هاقارچ، هايباکترموجودات زنده از قبیل 

.]7[گیاهان و جانوران وجود دارند 

ندارد، با توجه به اینکه کیتین در گیاهان عالی وجود 

کیتیناز در يهامیآنزکه حضور دهدیمنشان هایبررس

گیاهان، بخشی از پاسخ ایمنی گیاه در رویارویی با عوامل 

با هامیآنزتولید این چوناست و دارنیتیکيزايماریب

قارچی و حشرات اقزایش يزايماریبهجوم عوامل 

ییزايماریبمرتبط با يهانیپروتئعنوان را بههاآن، ابدییم

که آنزیم ضد قارچی را ییهاسمیکروارگانیم. شناسندیم

گیاهی يهايماریبعنوان عوامل کنترل بهکنندیمترشح 

.شوندیمنیز در نظر گرفته 

که هستندصنعتی يهامیآنزنیترمهمیکی از نازهایتیک

در صنایع کشاورزي، صنایع غذایی، کنترل حشرات، 

داروسازي، پزشکی، بیوتکنولوژي، پاکسازي محیط 

زیست، تولید پروپلاست قارچی، تولید واحدهاي پروتئین 
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و نیز ]6[سلولی براي حیوانات و تغذیه موجودات آبزي 

پاتوژن گیاهی و آفات کاربردهاي يهاقارچدر کنترل 

عامل مؤثري در توانندیم. کیتینازها ]8[بسیار مهمی دارند 

گیاهی (فیتوپاتوژن) يزايماریبيهاقارچمهار زیستی 

داشتن اخیر کیتینازها به دلیل يهاسال. در ]9[باشند 

بردن کیتین دیواره سلولی قارچی و توانایی در ازبین

عنوان عوامل ضد قارچی و بهاسکلت خارجی حشرات، 

.]10[اندشدهحشرات شناخته 

-تکو برخی از هايباکترکیتیناز موجود در يهامیآنز

دارند. این ياهیتغذنقش ترشیبدریایی، يهایسلول

منابع کیتینی موجود در اطراف، موجودات، براي استفاده از

کیتین را تولید و ترشح کنندههیتجزيهامیآنزانواعی از 

. چندین جنس باکتریایی مانند سودوموناس، کنندیم

. در اندشدهسراشیا و باسیلوس براي تولید کیتیناز شناخته 

و کندیمعنوان منبع نیتروژن و کربن عمل بهاینجا کیتین 

تولید کیتیناز وقتی در محیط کشت منبع کیتینی فراهم 

.کندیمباشد، افزایش پیدا 

دار کیتیناز از تا به حال در مطالعات بالاترین مق

باسیلوس لیکنی فورمیس گزارش شده است. باسیلوس 

را هامیانزلیکنی فورمیس توانایی تولید طیف وسیعی از 

است برخوردار ياژهیوکه در صنعت از اهمیت ددار

، ]12[کیوتیب. این باکتري در تولید آنتی ]11[

لازیآمو ]14[ییایقل، پروتئازهاي ]13[وسورفکتانتیب

باسیلوس لیکنی فورمیس به يهاگونهنقش دارد. ]15[

در بیشتر هاآن. اندپراکندهطور گسترده در محیط زیست 

و هاتالابچه غنی مانند فقیر ويهاخاكچه هاخاك

کمی تا بسیار که، مطالعات حالیوجود دارند. درهاابانیب

گرفته که در انجام به حال روي باسیلوس آلتی شودنیس 

خاصیت ضد قارچی این گونه به دلیل تولید هانآبرخی از 

است.شدهکیتیناز بررسی 

بیوتکنولوژي به يهاروشاخیر يهاسالهمچنین در 

جاي مسیرهاي شیمیایی خطرناك به جریان اصلی 

سفانه هنوز در أآینده تبدیل شده است. متيهاپژوهش

کشور ما با وجود منابع اولیه براي تولید کیتین، آنزیم 

صنعتی به شکلناز و مشتقات ارزشمند آن این کار کیتی

آن کمبود اطلاعات از علل و یکی از انجام نشده

خصوصیات کیفی و عملکردي آن است.

مطالعه، فعالیت آنزیم کیتیناز بر پوست میگو واین در 

میگو توسط تخمیر باکتري پوستپروتئینآزادسازي

آلتی شودنیسباسیلوسفعالیت آنزیم کیتیناز نیز بررسی و 

که تاکنون بیشترین گزارش باسیلوس لیکنی فورمیسبا 

تولید کیتیناز را داشته، مقایسه شده است.

هاروشمواد و 

هاسمیکروارگانیمجداسازي و غربالگري 

نمونه از استخرهاي پرورش میگو، 56در این مطالعه 

پسماند پوست ماهی و میگو، لجن فاضلاب و همچنین از 

چاي، شمعدانی و شبدر در فصل يهابوتهخاك ریزوسفر 

از مناطق اطراف شهر اصفهان و رامسر 1396بهار، سال 

-6، 10- 5يهارقت. پس از تهیه رقت، از شديآورجمع

ياسفرهبه صورت يگرغربالبه محیط کشت 7-10، 10

کشت داده شد.CCAروي محیط کشت 

برتر مولد آنزیميهاهیسومحیط کشت و انتخاب 

کیتین از محیط کنندههیتجزيهايباکترجداسازي براي 

حاوي CCA (Chitin Colloidal Agar)کشت 

درصد دي سدیم 2/0کیتین کلوئیدال، درصد5/0

درصد پتاسیم دي ئیدروژن 1/0ئیدروژن فسفات،

درصد کلرید 05/0گرم کلرید آمونیوم، 1/0فسفات، 

درصد کلرید 05/0درصد سولفات منیزیوم، 05/0سدیم، 

درصد آگاردو درصد عصاره مخمر و 05/0کلسیم، 

درجه 30در دماي هانمونهاستفاده شد. است،

این طی. داده شدندروز گرماسهبه مدت گرادسانتی

هاله مبنی بر هیدرولیز نداشتنیا داشتنمدت وجود
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که هاهیسواز یکیبررسی شد.هایکلنکیتین در اطراف 

بیشترین میزان هاله شفاف را در اطراف خود ایجاد 

.شدبعدي انتخاب هايآزمایشبراي کرده بود 

طرز تهیه کیتین کلوئیدال براي سنجش فعالیت آنزیمی

و همکاران از (Hsu)کیتین کلوئیدال مطابق با روش هسو 

Penaeusseشده از پوست میگوي استخراجکیتین 

misulcatus.به شرح زیر به دست آمد

لیتر اسید میلیصد گرم پوست میگو به ده 

ساعت در حرارت 2اضافه و به مدت %37هیدروکلریک 

تا کاملاً حل شود. شد اطاق روي همزن قرار داده 

لیتر اتانول میلی500کرده آرام آرام به سوسپانسیون رسوب

. پس از سانتریفوژ کردیمنرمال خنثی 10افزوده و با سود 

50دقیقه سوسپانسیون در حرارت 10به مدت 8000

درجه خشک شد.

شناسایی مولکولی

اطراف آن مشاهده که بیشترین هاله شفاف درياهیسو

بعدي بیشترین میزان فعالیت آنزیم يهایبررسشد و در 

کیتیناز را نشان داد و روي محیط نوترینت آگار رشد 

رفولوژي، فیزیولوژي، ومهايآزمایشبراي نداشت، 

براي. شدبیوشیمیایی و شناسایی مولکولی انتخاب 

شده، نمونه به انتخابهیسوشناسایی مولکولی و تأیید 

نتایج تعیین توالی. شدمرکز ذخایر ژنتیکی ایران ارسال 

.Eztaxonدر سایت BLASTبا استفاده از برنامه نیز

.شدارزیابی 

= 1721(باسیلوس لیکنی فورمیسۀسویبراي مقایسه، 

PTCC (علمی و يهاپژوهششده از سازمان خریداري

صنعتی ایران انتخاب شد.

نیپروتئقند و دیتولو گویمبیتخر

رویی محیط پوست محتواي پروتئینی موجود در مایع 

میگو قبل از افزودن باکتري و پس از چهار روز تخمیر با

باسیلوس آلتی و باسیلوس لیکنی فرمیسهر دو باکتري 

شد. محتواي قنديریگاندازهبا روش برادفورد شودنیس

در شرایط فوق با روش دي نیترو سالیسیلیک اسیدنیز

DNS.محاسبه شد

بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز

درجه 30به این منظور، در ابتدا باکتري در دماي 

کشت (CCB)در محیط مایع کیتین کلوئیدي گرادسانتی

داده شد. سپس فعالیت آنزیمی باکتري در روزهاي اول تا 

هفتم به صورت زیر سنجیده شد:

rpmدوردقیقه در 5ابتدا نمونه باکتري به مدت 

سانتریفیوژ و محلول رویی آن براي سنجش 8000

. ارزیابی فعالیت کیتیناز با شدفعالیت آنزیم استفاده 

آمده از کیتین دستبهاستیل گلوکز آمین مقداران

کلوئیدي انجام شد.

لیتر محلول رویی، یلیم05/0مخلوط واکنش شامل 

لیتر از یلیم45/0% و 5/0کیتین کلوئیدي لیترمیلی5/0

) به مدت pH= 5میلی مولار با (50بافر سدیم استات 

انکوبه شد. گرادسانتیدرجه 37یک ساعت در دماي 

درصد نرمال جهت یکNaOHمیکرولیتر 200سپس 

rpmنمونه در دور ،. در ادامهشدتوقف واکنش اضافه 

میکرولیتر 750دقیقه سانتریفیوژ شد. 5به مدت 1000

مخلوطSchalesلیتر معرف میلییک از مایع رویی با 

در بن ماري آب جوش قرار دقیقه 15به مدت و شد

دستگاه اسپکتروفتومتر در طول با گرفت. جذب نوري 

نانومتر خوانده شد. میزان فعالیت آنزیم 585موج 

يهاغلطتکیتیناز با استفاده از منحنی استاندارد 

استیل گلوکز آمین آزادشده در مدت زمان یک مختلفان

گزارش IU/mLساعت تعیین شده است و با واحد 

، )IU/mL(. یک واحد فعالیت آنزیم کیتیناز دشویم

میکرومول ان استیل گلوکز یک مقدار آنزیمی است که 
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آمین در مدت یک ساعت تحت شرایط مورد مطالعه 

آزاد کند.

استیل گلوکز آمین انمقابلدر LC- massتست 

اطمینان از فعالیت آنزیم کیتیناز و تبدیل براي استاندارد 

.شدکیتین به ان استیل گلوکز آمین انجام 

FTIRتخمیر پوست میگو بازیآنال

شده قبل از در محیط کشت استریلنمونه پوست میگواز

ساعت پس از تلقیح باکتري و عمل 72افزودن باکتري و 

گرفت.انجام FTIRآنالیز ،تخمیر

XRFبامیگوآنالیز پوست

فارسخلیجازPenaeusse misulcatusمیگويپوست

ترکیباتوپوستهپوستهشدن،خشکازپسوآوريجمع

ما این هايدر آزمایش. شدندتحلیلوتجزیهXRFباکل

عنوان بهنیتروژنو،کربنمنبععنوانبهنوع پوست میگو

.شده استاستفادهکیتین کلوئیدال 

ژنومسهیمقا

باسیلوس از سویه chiAترازي سکوانس ژن هم

با استفاده باسیلوس لیکنی فورمیسبا ژنوم سیشودنیآلت

Multipleدر سایت Clustal omegaافزار نرماز 

Sequence Alignment.انجام شد

نزیم ناخالصآبرتعیین اثر حرارت

شده کیتیناز تغلیظفعالیت آنزیم کیتیناز با استفاده از محلول 

گرادسانتیدرجه 10-70در دماهاي مختلف در محدوده 

) بررسی شد. mM50در بافر فسفات سدیم (pH=6در 

تعیین پایداري حرارتی آنزیم کیتیناز به براي همچنین 

گرادسانتیدرجه 60در دماي وساعتده مدت 

و سپس میزان فعالیت آنزیم کیتیناز در انجامانکوباسیون 

شد.يریگاندازههر ساعت 

pHتعیین اثر

با گرادسانتیدرجه 37در دماي ناخالص آنزیم pHنهیبه

pHشد. يریگاندازهشده کیتیناز تغلیظاستفاده از محلول 

محیط با استفاده از بافرهاي زیر تنظیم شد:

، بافر )pH=3-5(اسید کلریدریک -بافر گلیسین

NaH2PO4- Na2HPO4)8-5=pH( بافر بورات ،)9-

8=pH(سود - و بافر گلیسین)10-12=pH(.

تغلیظ آنزیم کیتیناز

بعدي يهاتستافزایش غلظت آنزیم کیتیناز و انجام براي 

درصد پوست 10يحاوکه جامدنیمهاز محیط کشت

درصد 1/0درصد دي سدیم ئیدروژن فسفات، 2/0میگو، 

کلرید آمونیوم، گرم1/0پتاسیم دي ئیدروژن فسفات، 

درصد سولفات منیزیوم و 05/0درصد کلرید سدیم، 05/0

در هانمونهاستفاده شد. بود،درصد کلرید کلسیم05/0

دادهروز گرماسه به مدت گرادسانتیدرجه 30دماي 

15جداسازي آنزیم کیتیناز، ابتدا با براي دند. سپس ش

جدا شدند هاسلولدور در دقیقه 4000وژ دقیقه سانتریفی

رویی به مدت و سپس با افزودن سولفات آمونیوم به مایعِ

و سانتریفیوژ به گرادسانتیدرجه 4ساعت در دماي 24

درجه 4در دماي 12000دقیقه با دور 40مدت 

. براي حذف نمک شدنديآورجمعهارسوبگرادسانتی

لیتر آب مقطر میلی5سولفات آمونیوم این رسوبات در 

محلول سپس،حل و در برابر آب مقطر دیالیز شدند. 

حرارت داده گرادسانتیدرجه 65ساعت در دو حاصل 

عنوان محلول کیتیناز تغلیظ در آمده بهدستبهشد. نمونه 

.]17, 16[شدبعدي استفاده هاي آزمایش

گوي پروتینی با ژل الکتروفورز و زایموگرام تعیین ال

آنزیم کیتیناز

الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید سدیم دودسیل سولفات به 

شرح زیر انجام شد:
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80شده با تغلیظمیکرولیتر از نمونه محلول کیتیناز 20

دقیقه 10میکرولیتر از بافر نمونه مخلوط و به مدت 

دادنپس از انجام% بارگیري شد.12جوشانده و روي ژل 

آمیزي و رنگ% 25الکتروفورز نمونه با رنگ کوماسی بلو 

.بري شد% رنگ7% و متانول 10با اسید استیک 

:شدزایموگرام به شرح زیر فراهم 

(حاوي  مولار میلی60نمونه پروتئین به بافر نمونه 

% و برموفنل بلو SDS2%، 15، گلیسرول HCl- تریس

) اضافه و حرارت داده شد. نمونه 8/6برابر pH% با 1/0

% 1/0% حاوي 10شده روي ژل پلی آکریل آمید آماده

کیتین کلوئیدال بارگذاري شد. پس از الکتروفورز جهت 

4/0(مانده از ژل با استفاده از بافر یقباSDSحذف 

، EDTAمولار میلی2%، 1، کازئین HCl- مولار تریس

ساعت دو به مدت )7ر برابpH% سدیم آزید، 02/0

- میلی5چندبار شستشو داده شد. سپس این ژل به بافر 

دو بار و هربار به مدت ، pH7با HCl- مولار تریس

و با آب مقطر استریل شست. یافت دقیقه انتقال15

پروپانول روي - 2دقیقه در محلول 5به مدت سپس

شیکر قرار داده شد. پس از آن ژل در بافر هضم 

مولار یک میلی، HCl- مولار تریسمیلی50حاوي (

EDTA کیتین کلوئیدال با 1/0، و %pH1/7( در دماي

ساعت انکوبه شد تا 12به مدت گرادسانتیدرجه 37

اجازه دهد هیدرولیز بستر کیتین کلوئیدي توسط آنزیم 

درصد به 1/0انجام شود. سرانجام ژل با محلول کنگورد 

سپس با کلرید سدیم یک آمیزي و رنگدقیقه 15مدت 

نرمال شستشو داده شد.

استخراج پروتئین از ژل پلی آکریل آمید و تعیین 

Bacillus.altitudinisپایداري حرارتی

بلافاصله پس از و پس از انجام الکتروفورز 

جدا و هاشهیشکردن دستگاه الکتروفورز، ژل از خاموش

دو نوار طولی از دو طرف ژل مورد نظر بریده شد 

يهاچاهکپروتئین مارکر و یکی از ،یکی از دو نوار(

و نوار دیگر نیز همان استنمونه مورد نظر ،،محتوي

). این دو نوار در محلول رنگی شودیمنمونه را شامل 

در ظرف آب مقطر قرار کوماسی بلو و بخش دیگر ژل

درجه 4به یخچال با دماي و درب آن بسته وگرفته 

ل شد. بعد از اینکه دو نوار مورد نظر قمنتگرادسانتی

بر قرار گرفتند. پس از آنکه رنگرنگ شد، در محلول 

باندهاي پروتئینی به وضوح دیده شد، نوارها را در کنار 

- مشاهدهژل داخل یخچال گذاشته و بر اساس باندهاي 

راهنما، هر باند در عنوان بهشده در بخش رنگی ژل 

شده در راستاي باند راهنما بریده شد. باندهاي بریده

سه بار و هر گرفت ولیتري قرار میلی5/2یک اپندروف 

pHمولار با میلیEDTA250دقیقه در 5بار به مدت 

5سه بار و هر بار به مدت . سپسشستشو داده شد4/7

دقیقه با آب مقطر شستشو شد. ژل را به قطعات 

SDSلیتر از بافر تریس و یک میلیتقسیم و ،ترکوچک

به اپندروف pH4/7حجمی) با - درصد حجمی1(

دقیقه در حمام 3مورد نظر به مدت نمونه. شداضافه 

) شد. 50با ولتاژ ياهیثان30یخ سونیکیت (شش پالس 

ژل از محلول پروتئین، از يهاتکهجداسازي براي 

- جمعشد. مایع زیرین استفاده G75رزین سفادکس 

براي . بخشی از آن تقسیم شدشده به دو بخش آوري

درجه 65تیمار حرارتی به مدت دو ساعت در دماي 

عنوان شاهد در نظر گرفته بهقرار گرفت و بخش دیگر 

فعالیت آنزیم کیتیناز درهر دو نمونه ،شد. پس از آن

.]18[شدگیري اندازه

نتایج

سویه جداشده روي محیط پوست میگو یکی 38از بین 

اطراف آن که بیشترین هاله شفاف درهاهیسواز 

بعدي بیشترین میزان يهایبررسمشاهده شد و در 
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بعدي هايآزمایشبراي تولید آنزیم کیتیناز را نشان داد 

. این باکتري در محیط کشت کیتین شدانتخاب 

درجه 30روز در دماي 5کلوئیدال رشد کرد و پس از 

. با کردایجاد متریلیم9قطربه ياهالهگرادسانتی

دارپپتونساده يهاطیمحتوجه به اینکه این سویه روي 

د و بنابراین، مانند نوترینت آگار قابلیت رشد ندار

ارد، پتانسیل بالایی آلودگی محیط زیست به دنبال ند

کاربرد در بیوتکنولوژي محیطی و صنعتی دارد. براي 

فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی سویه جداشده يهایژگیو

باسیلوس لیکنی فورمیسبا سویه 1در جدول شماره 

مقایسه شده است.

با سویه باسیلوس لیکنی فورمیسخصوصیات فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی سویه جداشده باسیلوس آلتی شودنیس و مقایسه آن1جدول 

Morphological characteristics Bacillus.altitudinis Bacillus.licheniformis

Colony morphology White round irregular
edges Rough

Form Rod Rod

Gram stain Positive Positive

Spore Positive Positive

Flagella Terminal tuft of flagella Latheral

Motility Positive Positive

Physiological characteristics

Anaerobic growth Positive Positive

Acid from glucose Positive Positive

Gas from glucose Positive Positive

Hydrolysis of mannose Positive Positive

Hydrolysis of mannitol Positive Positive

Hydrolysis of rhamnose Positive Negative

Hydrolysis of lactose Positive Negative

Hydrolysis of xylose Negative Positive

Hydrolysis of sucrose Negative Positive

Hydrolysis of gelatin Positive Negative

Hydrolysis of Chitin Positive Positive

Utilization of citrate Positive Positive

Hydrolysis of Casein Positive Positive

Indol formation Negative Negative

H2S Positive Negative

Metyl Red test Positive Negative

VP-test Negative Positive

Urease Negative Negative

Nitrate reduction Negative Negative

Growth temperature 25-80˚C 25- 60
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تشخیص داده بر اساس راهنماي سیستماتیک برگی 

. سپس استجنس باسیلوسازشده انتخابۀسویشد که 

کلون و ،استفاده از پرایمرهاي عمومیباSrRNA16ژن 

. نتایج تعیین توالی با شدسکوانس و تجزیه و تحلیل 

در سایت BLASTجستجوگر افزاراستفاده از نرم

Eztoxon در بانک ژنی مقایسه دیگر موجود يهایتوالبا

نشان SrRNA16خوانی ژن توالی. نتایج حاصل از شد

% با 100به میزان دینوکلئوت1452سویه با این دادند که 

قرابت فیلوژنی داشت. این Bacillus altitudinisسویۀ 

در Gen bank MK773490سویه با شماره دسترسی 

به ثبت رسید.NCBIپایگاه داده 

رویی محیط تخمیرمجموع میزان قند موجود در مایعِ

mg/lانجام شد، DNSساعت که با روش 24پس از 

و میزان پروتئین آزادشده از پوست میگو در بود4/73

شد يریگاندازهرویی فوق که با روش برادفورد مایعِ

mg/l6/65بود.

در این مطالعه میزان فعالیت آنزیم کیتیناز با استفاده 

استیل - Nمختلف از يهاغلظتاز منحنی استاندارد 

گلوکزآمین محاسبه و بین دوسویه مورد مطالعه بررسی 

ۀآمده دامندستبهباتوجه به مقادیر .)1(شکل شد 

باسیلوس آلتی شده جداسازيۀفعالیت آنزیمی سوی

بود و IU/mL48/4تا IU/mL48/1 بینشودنیس 

پس از IU/mL48/4بیشترین میزان فعالیت آنزیمی با 

که دامنه فعالیت آنزیمی . درحالیشدروز مشاهده 4

IU/mLتا IU/mL1بین باسیلوس لیکنی فرمیسسویه 

IU/mLبود و بیشترین میزان فعالیت آنزیمی با 13/4

،در ضمن. شدروز مشاهده سه پس از نیز 13/4

استیل گلوکز آمین را - دانیتولLC- massکروماتوگرام 

در مایع رویی محیط کشت پوست میگو تخمیرشده با 

).2(شکل دهدیمسویه جداشده نشان 

درجه 37و باسیلوس لیکنی فورمیس در محیط پوست میگو در سیشودنیآلتباسیلوس مقایسه فعالیت کیتیناز در دو سویه 1شکل 

روز7سلسیوس به مدت 
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استیل -اندهنده کروماتوگراماز مایعِ رویی پوست میگو تخمیرشده با سویه جداشده. خط قرمز نشانLC- massکروماتوگرام 2شکل 

.استگلوکز آمین استاندارد 

که دهدیمرا نشان تاحدودي ترکیباتی FTIRآنالیز

. با مقایسه این سه شوندیمطی عمل تخمیر آزاد 

که شودیممشاهده سه شکل درکروماتوگرام

کروماتوگرام نمونه پوست میگو که عمل تخمیر باکتري 

که داردکمتري يهاکیپتعداد انجام نشده،روي آن 

. ولی در تخمیر استفقط مربوط به خود پوست میگو 

مربوط يهاکیپباسیلوس لیکنی فرمیسپوست میگو با 

ساکاریدهاي به کیتین، پروتئین و پلی ساکاریدها و الیگو

-این در حالی،شودیمحاصل از تجزیه کیتین مشاهده 

ست که در نمونه تخمیر پوست میگو با سویه جداشده 

بیشتري يهاکیپدر هر قسمت باسیلوس آلتی شودنیس 

پس از تخمیر آزاد دهدیمو این نشان شودیممشاهده 

.شودیمترکیبات بیشتري 

باندهاي روي کیتین وجود FTIRسنجیطیفدر 

cm-19/3487 ،cm-18/2892 ،cm-13/1560،cm-1جذبی

6/1665،cm-11319 ،cm-11/1019 هاي وجود گروهو

داده شده در پلیمر کیتین نشان C-H-OH، آمینواستیل

.)3(شکل است

پس از سه روز در سیشودنیآلتباسیلوس پوست میگوي تخمیرشده با - پوست میگوي خام. ب- الفازFTIRایج نت3شکل 

درجه 37پس از سه روز در دماي باسیلوس لیکنی فورمیسپوست میگوي تخمیرشده با سویه - درجه سلسیوس. ج37دماي 

سلسیوس.
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2جدولاز پوسته میگو خام در XRFجذب اتمی و

نشان داد که XRFنشان داده شده است. تجزیه و تحلیل 

،گونه مواد سمی در پوسته وجود ندارد. بنابراینهیچ

فعالیت ضد قارچی پوسته تخمیرشده براي انسان ایمن 

شده در از محصولات تولیدتوانیمراحتی بهو است

.کردصنایع غذایی و پزشکی استفاده 

Penaeusse misulcatusاز پوسته میگو خام XRFجذب اتمی و2جدول 

Element Concentration%W/W Detection

Na
Ca
S
Cl
P
Si
Fe
Sr
Ar
Cd
Pb
Al

5/62

13/19

41/8

3/3

64/2

35/2

585/0

234/0

0

0

0

06/1

XRF
XRF
XRF
XRF
XRF
XRF
XRF
XRF

Atomic
Atomic
Atomic
XRF

PYH25666.1--------------------------------------------------------MRHP 4
ACW83016.1 AENGNFITYDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNP 420
:*
PYH25666.1 KQ----PQNLSF-TATSDSITVTWDAVEGATSYNVYRGADKRLDKNVTGTSYVATGMNPD 59
ACW83016.1 EPPSSAPVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEYVVSFENRSISVKETSAEIGGLKPG 480
: * *:. *: *::::*** ...:. *::...*. ** *::*.
PYH25666.1 TKLTINVTAVNEAGESP---MSEIVTQTAPAS------------TGE------------- 91
ACW83016.1 TAYSFTVSAKDADGKLHAGPTVEVTTNSDQACSYDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEAKW

540
 *::.*:*: *: *:.*:: *. **
PYH25666.1----------------------- 91
ACW83016.1 WTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 563

از chiAترازي سکوانس ژن تولید کیتیناز همنتایج 

باسیلوس لیکنی با ژنوم سیشودنیآلتباسیلوس سویه 

نشان داده آورده شده است. نتایج 4در شکل فورمیس

. این عدد میزان وجود دارددرصد تشابه 40باًیتقرکه است

ۀسویدويهامیآنزتشابه اسیدهاي آمینه در ساختمان 

Clustalافزارکه با نرمدهدیممورد مقایسه را نشان 
omega داده شده است و اختلاف زیاد بین نشان

سویه احتمالاً تفاوت کاربردي و ساختمان آنزیمی این دو

که به مطالعه و کندیمعملکردي دو سویه را توجیه 

دارد.نیاز بیشتر هايآزمایش

فعالیت آنزیم کیتیناز باکتري باسیلوس لیکنی 

گرادسانتیدرجه 20- 60فرمیس در محدوده دمایی بین 

مشاهده شد گرادسانتیدرجه 45ا فعالیت بهینه در و ب

که . درحالیابدییمو این فعالیت با افزایش دما کاهش 

باسیلوس آلتی جداشده ۀفعالیت آنزیم کیتیناز سوی

درجه 20- 80در محدوده دمایی بین شودنیس 

گرادسانتیدرجه 55و با فعالیت بهینه در گرادسانتی

60الف). پایداري آنزیم در دماي 5شکل(شدمشاهده 

.شودیمب مشاهده 5در شکل گرادسانتیدرجه 
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باسیلوس وسیشودنیآلتباسیلوس پوست میگو در مقایسه تأثیر دما بر فعالیت کیتیناز در مایعِ رویی بستر جامد محیطالف5شکل 

درجه سلسیوس 60در دماي باسیلوس لیکنی فورمیسوسیشودنیآلتباسیلوس تأثیر پایداري حرارتی کیتیناز مقایسه-ب؛لیکنی فورمیس

ساعت.7به مدت 

نشان داده شده است ب5طور که در شکل همان

ساعت فعالیت خود را در دماي 6آنزیم کیتیناز به مدت 

، در نیبنابراحفظ کرده است.گرادسانتیدرجه 60

موجود در مایع دیگرِيهانیپروتئو هامیآنزمقایسه با 

درجه 65در دماي پایداري بیشتري دارد. آنزیم،رویی

پایداري خود را تواندیمساعت 2به مدت گرادسانتی

که، سایر در برابر حرارت حفظ کند. درحالی

حساس به گرما در درجه حرارت بالا يهانیپروتئ

. ما از این روش براي افزایش غلظت شوندیمتخریب 

سیشودنیآلتباسیلوس آنزیم کیتیناز تولیدشده از 

استفاده کردیم.

باسیلوس لیکنی فرمیسآنزیم کیتیناز در باکتري 

در مایعpH8/6ِدر)IU/mL2/3(فعالیت بهینه خود را

گرادسانتیدرجه 37رویی محیط پوست میگو در دماي 

که سویه جداشده فعالیتی به مراتب صورتینشان داد، در

تا pH8/6در محدودهIU/mL73/4دودحبیشتر در 

).6شکل(دهدیمدر شرایط فوق از خود نشان 2/9

باسیلوس لیکنی فورمیسو سیشودنیآلتباسیلوس بر فعالیت کیتیناز دو باکتري  pHتأثیر 6شکل 
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-SDSنتایج تجزیه و تحلیل پروتئین با الکتروفورز 

PAGEکیلو 50دهنده یک باند منفرد در نزدیکی نشان

زایموگرام با که فعالیت کیتینولیتیک این باند استدالتون 

کیلودالتون 50تأیید شد و نشان داد باند پروتئین نزدیک 

.)7(شکل فعالیت کیتینازي دارد

سیشودنیآلتنمونه مایعِ رویی کشت باسیلوس (SDS-PAGE)الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید سدیم دودسیل سولفات الف7شکل 

آنالیز زیموگرام نمونه روي ژل حاوي کیتین -ب؛ومیآمونبا سولفات نآظیتغلو حرارتیروي کشت جامد پوست میگو پس از تیمار 

رد.شده با کنگوآمیزيکلوئیدال رنگ

انجامسویهیکبرايفقطاز ژلمیآنزسازي خالص

باسیلوس آلتی باسیلوسناخالصمیآنزفقطچونگرفت

گیري فعالیت اندازهبود.مقاومحرارتدر برابرشودنیس

درجه 65(یحرارتشده پس از فرایند تغلیظناخالصآنزیم

شده از ژل استخراجمیآنزساعت) و 2به مدت گرادسانتی

الکتروفورز نشان داد فعالیت آنزیم نسبت به فعالیت آن قبل 

دارد و بین نمونه ) IU/mL2/7(شیافزااز الکتروفورز 

مشاهده هیچ تفاوتی ) IU/mL1/7(دیده و شاهد حرارت

ثابت کاملاً پایداري حرارتی آنزیم ،این آزمایشدر و نشد

انتظار مطابق آنچهاین ترتیب نشان داده شد که به.دشویم

سازي آنزیم هم فعالیت آنزیم افزایش خالصبا رفتیم

یافته و هم پایداري حرارتی تغییر نکرده است.

بحث

صنعتی به سویه يهامیآنزبا توجه به اینکه براي تولید 

این . در استنیاز مناسب و سپس تکنولوژي مربوط 

-فرد تجزیهبهجداسازي و شناسایی سویه منحصرمطالعه با 
سازي این نوع ذخیرهسازي و بومیکننده کیتین، ضمن 

در مطالعات بعدي نیز از تولیدات توانیمباکتري باارزش 

. در ضمن با مقایسه این سویه با سویه شدمندهرهبآن 

تولید براي اکنونکه باسیلوس لیکنی فرمیساستاندارد 

، پتانسیل بالاي این سویه دشویمکیتیناز در صنعت استفاده 

.شدجهت کاربردهاي صنعتی تأیید 

و است فرد باکتري جداشده در این مطالعه، منحصربه

روي آگار مغذي یا هیچ محیط کشت غنی دیگري رشد 

عنوان به. اما روي کیتوزان، کیتین و پوسته میگو کندینم

. به این کندرشد استکربن قادرتنها منبع نیتروژن و 

از این سویه براي تبدیل مواد توانیمراحتی بهترتیب 

میگو به محصولات باارزش بدون يهازبالهبیولوژیکی 

آسیبی اینکه به محیط زیست و چرخه مواد در طبیعت 

. تخریب زیستی پوسته میگو توسط کردوارد شود، استفاده 

باکتري کیتینولیتیک، یک روش مقرون به صرفه است و 
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مناسب براي تولید کیتیناز، کیتین، يپیشنهادتواندیم

استیل گلوکز آمین در مقیاس -Nکیتوالیگوساکاریدها و 

بزرگ باشد. نتایج این مطالعه نشان داده است که 

جداشده از استخر پرورش میگو،سیشودنیآلتباسیلوس 

عنوان تنها منبع کربن در طول فاز بهکیتین پوست میگو از

جامد تخمیر استفاده و کیتین را به مواد با ارزش ذکرشده

در تحقیق ما ي کهجامدنیمه. محیط کشت دکنیمتبدیل 

شده است طراحی آوردن آنزیم بیشتر به دستبراي 

اندکی يگذارهیسرمابه روش مزایاي بسیاري دارد. این 

نیاز دارد و امکان استفاده از بستر یا محتواي خشک 

غلظت آنزیم بالاتري به ،رواین. ازآوردیمبیشتري فراهم 

.ددهیمافزایش تولید آنزیم را ،همراه دارد و در صنعت

که در استصنعتی يهامیآنزنیترمهمکیتیناز یکی از 

زیستی ویژه در کنترلبهکاربرد وسیع علت اخیر به يهاسال

و اثر آن روي شدهتوجه بسیاري به آن زايماریبيهاقارچ

ثابت نیز ]20[يمخمرو ]19[يارشتهزاي بیمارييهاقارچ

این مطالعه میزان آزادشدن آنزیم کیتیناز سویه درشده است.

با سویه سیشودنیآلتباسیلوس شده باسیلوس جداسازي

عنوان سویه استاندارد مقایسه و بهلیکنی فورمیسباسیلوس 

.شدتوانایی سویه جداشده مشخص 

-تعیینآنزیم دو پارامتر متمایزي هستند که pHدما و 
هستند.بیوتکنولوژي يهابرنامهکننده آنزیم مناسب براي 

شده جداسازيدر این تحقیق، فعالیت آنزیم کیتیناز سویه 

60شدن در دماي گرمپس از سیشودنیآلتباسیلوس 

افزایش یافت. بسیارساعت 5به مدت گرادسانتیدرجه 

پایدار است و گرادسانتیدرجه 60-80آنزیم در دماي 

و گرادسانتیدرجه 60ساعت در دماي 5حتی پس از 

، استپایدار گرادسانتیدرجه 70ساعت در دماي 2حتی 

شده به جداکه آنزیم کیتیناز باکتري سویهنیابا توجه به 

فعالیت خود گرادسانتیدرجه 70مدت طولانی در دماي 

-خالصبراي توانیم، از این استراتژي کندیمرا حفظ 
بسیار ساده و ی، که روشکردسازي آنزیم کیتیناز استفاده 

که هانیپروتئو هامیآنزچون در این دما بقیه استارزان 

و فقط آنزیم مقاوم به روندیمبه دما مقاوم نیستند از بین 

این پایداري حرارتی علت . ماندیمدما پایدار باقی 

تعامل الکتروستاتیک شدید (مانند تشکیل پل تواندیم

نمکی)، پیوند هیدروژنی، اتصال دي سولفیدي داخل 

جمع و جور مولکول آنزیم باشد و يبندبستهمولکولی یا 

یتیناز از یک ککنون چنین پایداري حرارتی بالایی تا

Puwani.Eتوسط و Bacillus.SP.13.26شده از دتولی

Yuli در اکنون و تاستآرکئا یکه نوع]17[گزارش شده

گزارش نشده است.هايباکتر

بهینه براي تولید کیتیناز توسط pHدر این مطالعه، 

سویه جداشده در شرایط خنثی متمایل به شرایط قلیایی 

Beauveria. Bassiana، که تقریبأ مشابه کیتیناز است

P.aeroginosaکه . درحالی]21[استفعال pH2/9در

K.187]22[ و کیتیناز باسیلوسB.circulans WL-12 و

در شرایط اسیدي بهتر عمل MH-1باسیلوس سویه 

.]23[کنندیم

آمده از سویه مورد استفاده در دستبهبنابراین کیتیناز 

کاربردي صنعتی يهابرنامههمهبراي تواندیماین مطالعه 

، بسیار مفید شوندیمکه در شرایط قلیایی، خنثی یا اسیدي 

اهداف پزشکی مانند تولید براي باشد. همچنین 

توان میستنیاز هکیتوالیگوساکاریدها که به شرایط خنثی 

.کرداستفاده از آن 

بررسی pHتداخل اثر درجه حرارت و ،در این مطالعه

بررسی شده و بقیه یک عامل ،زماننشده است. در هر 

ثابت در نظر گرفته شده است. هدف اصلی این عوامل 

وسیشودنیآلتباسیلوس سویه -مقایسه دو سویه ،مطالعه

فعالیت آنزیم نظر از -باسیلوس لیکنی فورمیسسویه

بهینه براي هرکدام از pHو با توجه به اینکه استکیتیناز 

ۀاثر درج،بررسیهنگام ، در استمتفاوت هاهیسو

در نظر مناسب ثابت و براي رشد هردو سویه pHحرارت 

گرفته شده است.

زدایی کیتوسان تولیدي در استیلطبق معادلات درجه 

-استیلوضعیت کنونی،% است. در 53این پژوهش حدود 
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که ردیگیمانجام زدایی با استفاده از هیدروکسید سدیم 

،آلودگی محیط زیست را در پی دارد ولی در این مطالعه

زدایی هم انجام شده عمل تخمیر مقدار کمی استیلهنگام 

بق روش طاست. براي تعیین درجه استیلاسیون کیتوزان 

Brugnerotto از میزان جذب نمونه ) 2001(و همکاران

استفاده شده cm-11420وcm-11320يهاموجدر طول 

استیل انیبراباند اختصاصی ،cm-11320اند است. ب

و همکاران Garciaگلوکز آمین است. طبق تحقیق 

بین کیتین و کیتوزان تفاوت cm-11420 در باند) 2017(

.]24[داردوجود آشکاري 

کننده تجزیهيهايباکترمطالعات متعددي نقش مهم در 

يزايماریبکننده زیستی عوامل کنترلعنوان عوامل کیتین به

. با توجه به اهمیت ]25است [شدهگیاهی گیاهی نشان داده

زايمـار یبيهاقارچانواع که انسانی و گیاهی يهايماریب

هـا يمـار یببررسی راهکارهاي مقابله با این اند ایجاد کرده

توانیمهاي مهمی که . یکی از راهرسدیمضروري به نظر 

ممانعت از ایجاد بیماري با تخریب یا مهار کردتوجه به آن 

. این روش در استفعالیت عوامل مؤثر در بیماریزایی قارچ 

 ـوتیبآنتـی مقایسه بـا اسـتفاده از    و هـا کـش قـارچ ، هـا کی

سـبب تجمـع   هـا آنشیمیایی که استفاده زیاد يهاکشآفت

ترکیبات سمی خطرنـاك بـراي انسـان و محـیط زیسـت      

. اسـتفاده از محلـول   اسـت ، بسیار مفید و سودمند شودیم

حاصل آمده در این مطالعه که دستبهحاوي آنزیم کیتیناز 

در این استبر پوست میگو سیشودنیآلترشد باسیلوس

بسیار کارساز باشد.تواندیمزمینه 

توانیمآمده در این مطالعه دستبه نتایج بهبا توجه

سازي آنزیم کیتیناز در خالصارائه کرد: هاییپیشنهاد

سازي شرایط رشد این سویه شده، بهینهجداسازيسویه 

براي تولید بیشتر آنزیم کیتیناز، استفاده از این سویه در 

يهاقارچمطالعات مربوط به کنترل بیولوژیک 

گیاهی، انتقال سویه جداشده به گیاهان يزايماریب

وامل علیه عهاآنمختلف و بررسی میزان مقاومت 

.زايماریب
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Abstract:
The trend toward sustainable development of the environment and
economy has led to a large-scale debate on the use of seafood wastes.
In recent years shrimp has been a major part of the food industry. The
accumulated waste of shrimp without proper use has resulted in the
destruction of the resources and problems of waste disposal and
environmental pollution. Shrimp waste fermentation with
microorganisms is a method for recovering biologically active
material. Bacterial chitinase is considered as a degenerate enzyme. In
this study, chitin degrading bacteria were isolated from different
environments and then the most efficient strain was selected. Then it
was identified by Microscopic, physiological and molecular
characteristics and sequencing the 16SrRNA gene and was compared
with the Bacillus licheniformis strain, the highest rate of chitinase that
has  been  reported  so  far. The isolated strain identified as Bacillus
altitudinis can ferment shrimp shell as the only sources of energy and
produce high-temperature chitinase, with a 5.1 U/mL activity of over a
period of 4 days, and 65.6 mg/l protein on semisolid shrimp shell but
it  does not grow on the agar under normal conditions. Therefore, its
use can't cause pollution to the environment. As a result, the activity
of chitinase, its simple and inexpensive method of concentration by
heat, high enzyme resistance at high temperatures, activity in a wide
range  of  pH  and  the  use  of  cheap  shrimp  shell  substrate,  show  the
superior functional quality of this strain in shrimp shell fermentation.

Keywords: chitinase, shrimp shell, chitin, Bacillus.altitudinis,
Bacillus.licheniformis.


