
 أ 
 

 

 

  



 ب 
 

 

  

  استان تهراندانشگاه پيام نور 

  مركز تهران شرق

  

  

  ي گرمادوست يغربالگري و جداسازي پروتئاز  باكتريا

   بعنوان مكمل تغذيه دام و طيور

 
   

  درجه كارشناسي ارشد  براي دريافتپايان نامه 

  كشاورزي گرايش رشته بيوتكنولوژي در 

 

  

  : نگارش 

  مصطفي اميري بهرامي 

 

  

  : استاد راهنما 

  ي دلفارديدكتر ارسطو بدو

 

  

  : استاد مشاور 

  دكتر محمدعلي ابراهيمي 

 

  

  1391زمستان 



 أ 
 

 

   



 ب 
 

  اثر معنوي و مادي حقوق و نشر اصالت، گواهي

 رشته ارشد كارشناسي مقطع 1389 سال ورودي دانشجوي مصطفي اميري بهرامياينجانب 

 نوشته و ايده فكر، از خود نامه پايان در چهچنان نمايم مي گواهي كشاورزيگرايش  بيوتكنولوژي

 كرده ذكر مناسب در جاي نيز را آن ماخذ و منبع غيرمستقيم يا مستقيم قولنقل با امگرفته بهره ديگري

 آن جوابگوي و دانممي خويش عهده بر نباشد قول ديگراننقل كه مطالبي تمامي مسئوليت است بديهي .ام

 .بود خواهم

 و باشد مي خودش تحقيقات نتيجه )يا رساله ( نامه پايان دراين مندرج مطالب كه نمايدمي تأييد دانشجو

 .است نموده ذكر را آن مرجع ديگران نتايج از استفاده در صورت

  

 مصطفي اميري بهرامي :دانشجو خانوادگي نام و نام

  11/11/1391 : امضاء و تاريخ

  

 رشته ارشد كارشناسي مقطع 1389سال  ورودي دانشجوي مصطفي اميري بهرامياينجانب 

انتشار  به اقدام خود نامهپايان مطالب براساس چنانچه نمايممي گواهي كشاورزيگرايش بيوتكنولوژي 

 مقاله، نشر به نسبت ايشان نظر با راهنما، استاد نمودن مطلع ضمن نمايم .... و كتاب، مقاله،

 .نمايم مبادرت راهنما استاد نام ذكر با و مشترك صورت به و ... و كتاب،

  

 مصطفي اميري بهرامي :دانشجو خانوادگي نام و نام

  11/11/1391 :امضاء و تاريخ

 

 نامه پايان اين تحقيق موضوع از ناشي آوري نو و آزمايشات ، مطالعات نتايج از مترتب مادي حقوق كليه(

  ).باشد مي نور پيام دانشگاه به متعلق



 ج 
 

��������������������        
   �����ن ��
 	�ر�����ن ��
 	�ر�����ن ��
 	�ر�����ن ��
 	�ر����� � 

  ���ر��
 ������ر��
 ������ر��
 ������ر��
 ���و ����� � 
 ��������� /�ا2(�ن ر01 % � /�ان -,� و +�*(�ن $#"� )'& % رو�� $#"� ! ���، �  .را=>; �9:7 � 8 67ن ��5 ی��31

  
�ورد@ ا?& �Bا�C 
D Eا- F*�G� � �aس _�ر دا^; از [\]; ��YZ@ از �NOP ;QRST U 01VWXر از KLG& و ا:0IJ و �راFH و 

  E @واژ �� U ;c� d efgh شLj ;  �l�Ym ;n را 
op=ش راLj دارد و ;q�Ym�ف c�s; ی�رn E; ر�G��   Vrا � را@و   ؛ر="�ن � ا�uا
�wd   xy U  داد@ ا?& ؛ ;q ���� و �H~�{f& را � ز��|; ��ن Lj}��z ;qا  

��ا���رماز  O��dا���رم�� O��dا���رم�� O��dا���رم�� O��d ورم� ;n  � � � ����. 

 ازoJ��d

 را ��dا�; ��wد@ ا?& % ���ا�� � �ل ���� ان د���Yمان د���Yمان د���Yمان د���Yم�Cز�� �Cز�� �Cز�� �Cز��   D �7را� و ��د��� U ��� � ;n   FHرا�و  

  .�aی�ن �¢ ¡ Oدازم     �F*�G � ���� و �
            



 د 
 

        ���� ���� ���� ����         وووو            ����������������
 F2ا¦¥�ف ¤; £�ا §�G � % ،�"¨©ª «¬� ی� و � او _�رت �®�� و�C�q; را ا2°�ن را  ² � و =±�س �zا
 ;n� ³ ´µ� ;¤ از ز² �ت د{¶�زا� و U دا�� ;n e·دازم - ¸�د واO ¡ �¹s �º»¼½ و e¾¿ � @ار�wd

 @Àران دا�Áر��ق د?& اOÃ ان��� Ä£Vr ر�Å مÆ دا �Çوا 
�À; و n� ³; و اOÈÉT �"Ê�Gم ا�
�Gص ا�ÌÍ � ��د@ ا�Î ÏÐ�ÑÒÓا E� ÔÕرا �º»¼½ ل دوران�Ö � E�×h � U ;^اØÙ"Ê�   ا���ر��

 OÈÚد  E7����� و ���� � � �             ار�â  �ãäوq; دá®�رد و �YÜب �E7 دßs� àT  OÈÚ; ا-اÝÞÕ;ار�â  �ãäوq; دá®�رد و �YÜب �E7 دßs� àT  OÈÚ; ا-اÝÞÕ;ار�â  �ãäوq; دá®�رد و �YÜب �E7 دßs� àT  OÈÚ; ا-اÝÞÕ;ار�â  �ãäوq; دá®�رد و �YÜب �E7 دßs� àT  OÈÚ; ا-ا�YÜ;ÝÞÕب  �E7  د�YÜ OÈÚب  �E7  د�YÜ OÈÚب  �E7  د�YÜ OÈÚب  
و��  �ورم و /�èé» روزاçCون ØÙ æj æjان را از ��z @�åا ;nرم�ê=ن ¸�ا�Y:  

   



 ه 
 

  چكيده

درصد از فروش بازار جهاني آنزيم را  60كه حدود  مي باشندآنزيم هاي صنعتي  پرمصرف ترينپروتئازها 

صنايع غذايي، دارويي، شوينده ها و موارد ديگر  به خود اختصاص داده و داراي كاربردهاي متنوعي در

شد و باكتري هاي مولد پروتئاز روي محيط در اين تحقيق از چشمه آب گرم نمونه برداري . مي باشند

در حضور سوبستراي كازيين نيز تحت مطالعات . كشت داده شد و غرباگري گرديد(SKM) اختصاصي

نتايج حاصل از تطبيق و درخت فيلوژنتيكي نشان دادند كه گونه فوق به گونه  .آنزيمي قرار گرفت

Bacillus niacini درجه  20- 90مطالعات آنزيمي نشان داد كه اين آنزيم در گستره دمايي. نزديك مي باشد

بيشترين فعاليت . گزارش مي شود C 60°سانتي گراد فعاليت پروتئازي دارد كه بيشترين آن در دماي 

نتايج خاطر نشان . گزارش مي شود 9pHو بيشترين پايداري در  9- 8هاي  pHپروتئازي نيز در محدوده 

بيش از نمونه كنترل  DMFمتانول، تولوئن و  آلي فعاليت پروتئازي در حضور حلال هايمي سازد كه 

درصد مي  60در حضور ساير حلال ها نيز ميزان فعاليت آنزيمي باقي مانده بيش از . فاقد حلال است

هاي آلي اين  هاي قليايي و پايداري در حضور حلال pHقابليت هاي گرما دوست بودن، فعاليت در  .باشد

 . پروتئاز اهميت قابل توجهي براي استفاده در صنايع مختلف را داراست

  پروتئاز، حلال آلي، گرما دوست، غربالگري :كلمات كليدي
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  مقدمه .1

كنند و موجب  يزور عمل ميبه عنوان كاتال ييايميش يهستند كه در واكنشها يين ها يم ها، پروتئيآنز

ر ياز موجودات زنده نظ يعيف وسيم ها توسط طيآنز. شوند ين واكنشها ميدن به ايسرعت بخش

  ).49(شوند يد ميها ، مخمرها و كپك ها توليل باكتريسم ها از قبيكرو ارگانياهان، قارچها و ميجانوران، گ

، 3دازهايپپتاگزو(ر ينظ يند به انواع مختلفهست 2درولازهايكه از خانواده ه 1ان پروتئازهاين مياز ا

4هادازيپپتاندو
  .شوند يم يطبقه بند )

درصد از  60-65شوند كه حدود  يرا شامل م يصنعت يم هاين انواع آنزيمهمتراز  يكي پروتئازها 

، ييع غذايصنا  در يمتنوع هايكاربرد يم را به خود اختصاص داده و دارايآنز يفروش بازار جهان

 ،د پروتئازيان منابع مختلف تولياز م .باشند يمگر يو موارد د ي، نساجئ سازينده ها ، چرمي، شوييدارو

 يت خاصياز اهم يكير ژنتت راحت 5يآسان و دست ورز يد، دسترسيتول يل بازده بالايها به دليباكتر

اشاره  گرما دوست يهايتوان به باكتر يم ييايباكتر يسم هايكروارگانين مياز مهمتر .باشند يبرخوردار م

  ).35( كرد

درجه  45بالاتر از  يآنها در دما نهيهستند كه رشد به ييها سميارگانكرويمگرما دوست  يها يباكتر 

بالا ساختارشان  يدر دماكه ها  يباكتر نوع نيا ين هايبا توجه به ساختار پروتئ .باشد يگراد م يسانت

 .به خود جلب كرده اندرا  نده هايو شو ييع غذايبه خصوص در صنا يتوجه خاصشود  يحفظ م "كاملا

                                                            
1 protease 
2Hydrolases 
3 Exo protease 
4 Endo protease 
5 Genetic Eengineering  
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 و يريمناطق گرمس هاي ، خاكيتشفشانآ يمثل نواح يمختلف يط هايحم سم ها ازيكرو ارگانين ميا

   ).87(شده اند يآب گرم جداساز يخاك جنگل، چشمه ها

م ها، يده است كه آنزين باور رسيبه ا ير علوم وابسته به طور عمده ايامروزه صنعت پرورش دام و سا 

خارج  ياز پروتئازها اندهشد يق بررسين تحقيدر ا ييم هايآنز . هستندشي با ارز ييغذا ياهيافزودن

را  يشوند، نقش مكمل يم به غذا اضافه ميور به طور مستقينكه در صنعت دام و طيل ايبوده به دل يسلول

خام  ييمواد غذا يرا رو خود  تيفعال يخارج يم هايآنز .ز دارنديدرون ر يم هايآنز يعيهضم طب يبرا

ش يانگر افزايوانات بيح يغذا به يخارج يم هايافزودن آنز .دهند يانجام م يموجود در اندام گوارش

ونها مقاوم يد ، وجوpHد به دما و يم ها باين نوع آنزيالبته ا .باشد يپرندگان م يميآنزهضم  يها ستميس

  .يرد مي گقرار  ييايميوشيم مورد مطالعه تحت مطالعات بين اساس، آنزيبر ا  ).6و5(باشند

  1يغربالگر)1-1

 ييها سميكرو ارگانيت بزرگتر ميك جمعين ياز ببتوان كه  است ياختصاص يروش ها شامل  يغربالگر   

 يزيوكاتاليب يت هايسم ها به منظور فعاليارگان يبا غربالگر .كرد يوجدا ساز ييشناسا  را خاصي

ند تكامل يف خود در خلال فرايد شده توسط آنها را كه نسبت به وظايم محصولات توليمختلف، قادر

محسوب  يه گذاريك سرمايمختلف  ياز جنبه ها ين غربالگريبنابرا. ميافته اند به دست آوريسازش 

   ).35(گردد يم

                                                            
1Screening 
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د يداخل ظروف كشت، توله ح بيع پس از تلقيتوان به رشد سر يم يكروبيم يغربالگر يها يژگيو از 

ن يهچن. را نام برد يطولان يزمانها يبرا يت نگهداريو قابل كروبهاير آسان ميمحصول در زمان كوتاه، تكث

نيز استفاده مي شود كربن،  ييك منبع غذاي يمانند امكان رشد بر رو يت هايقابل ر اين روش ازد

   .گرفته استقرار  يسرمورد بر يغربالگر يدرادامه روش ها ).87و59(

   1هياول يغربالگر)1-1-1

كرو ياز م يادين تعداد زيمورد نظر از ب يكروبهاياز م يدرصد كم ييشناسا شامل  هياول يغربالگر  

  .شود يع و جامد استفاده مين روش از كشت مايدر ا مي باشد كه سم ها يارگان

ط يه به شرايط آن شبيشود آن است كه شرا ين كشت استفاده ميكه از ا يلياز دلا يكي :عيكشت ما 

  . باشد يم يدات صنعتيتول

انجام كان امن يدارد و همچن يشگاهيكم آزما ياز به فضايجامد ن ط كشتياستفاده از مح :كشت جامد 

  ).87(داردنيز را  شيآزما ي اديهمزمان تعداد ز

  هيثانو يغربالگر) 1-1-2
2
     

جدا شده  يكروبهايم يت هايدر خصوص قابل يكم يابيتوان به ارز يه ميثانو ياز اهداف مهم غربالگر 

 يم ياقتصاد ير صنعتيند تخميك فرايكه در  ييكروبهايكردن من جدا يه و همچنياول يدر غربال ساز

و  يتوان به اطلاعات كم يم ديآ ين روش بدست ميدر ا ياز اطلاعات .اشاره كرد د واقع شوند،يتوانند مف

                                                            
1 Primary screening 
2 Secondary screening 
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 يتوسعه روش ها كروب ها،يرشد م ينه برايط بهيشرا جدا شده، يها يكروبيم ي، طبقه بنديفيك

  ).25,87(اشاره كرد يايميش يداريو پا يكيژنت يداريپا ،يكروبيمحصول م يبرا يجداساز

  : يغربال ساز يمثال ها) 1-1-3 

  :يم هاينزآ از جمله ميك آنزيمولد  يكروب هايم يجداساز - 1

  .گردد يشفاف شده مشخص م ينواح در كازئينن يپروتئ يآن توسط محلول ساز ييپروتئاز، شناسا

 با يزيشفاف بعد از رنگ آم يگار توسط نواحآز نشاسته در يدروليهله يم به وسينزآن يص ايتشخ ،1لازيمآ

  .د مشخص گرددي

توان به كشف  يكه از كاربرد آن م يميت آنزيفعال يبات بازدارنده بر رويترك ديتول يبرا يغربالگر- 2

نام  2لاكتاماز يم هايبات بازدارنده آنزيمانند ترك يو كشاورز ينيد با كاربرد در مصارف باليجد ييداروها

ك يوتيب يمقاوم به آنت يزا يماريب يكروب هايكها موثر در برابر ميوتيب يدر ساخت آنت اين آنزيم ها.برد

   ).59(استفاده مي شوند  يميقد يها

  :ت آنيم ها و اهميآنز يغربالگر) 1-2 

 يعت برايطب م دريك آنزيحداقل  "ر باشد احتمالايانجام پذ يكيناميك واكنش از لحاظ ترمودياگر 

 يرا اعمال م يند تكامل، فشاريفرا). 49(ديزور نمايآن وجود دارد كه قادر است آن واكنش را كاتال

 يداري، پا3افته با سوبسترايسازش  يزريوكاتاليب يت هايبا فعال ييد مولكول هايد كه منجر به تولينما

                                                            
1 Amylase 
2 Lactamase 
3 Substrate 
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به خارج از  يخارج سلول يم هايانتقال آنز يبرا يسميموثر و مكان يداخل سلول يندهايمولكول، فرا

  ).35(گردد يسلول م

 يو صنعت يكاربردبراي اهداف  ،هيك و علوم پايد با اهداف اكادميجد يست هايوكاتاليب يغربالگر

انتخاب بر اساس دانش ما از كاربرد  يها يم ها و استراتژيآنز يغربالگر "معمولا. رديگ يصورت م

  رديگ يم مورد استفاده قرار ميآنزط يشرا آن باشد كه تحت يم ييايميو ش يكيزيط فيو شرا

م تحت يآنز ييا مد نظر قرار دادن كاراي ،انتخاب يند غربالگريدر فرا ين مرحله اول و اساسيبنابرا. 

ك خزانه يبه  يموفق دسترس يك برنامه غربالگري يگر براياز ديش نيپ. باشد يط مورد استفاده ميشرا

  ).52و51(باشد يم يغن  يژن

 يكروبيم يغربالگر(زنده بود  يسم هايكرو ارگانيم يشامل غربالگر "ند منحصراين فرايدر گذشته ا

از به كشت يبدون ن يغربالگر يمولكول يولوژيمدرن ب يروش ها يريكارگه اما با ب) كيكلاس

ك ياز تكن يبيباشد و ترك يم ييت هايمحدود يدارا يالبته هر روش. باشد يسم ها قابل انجام ميارگان

  .ز استيت آميار موفقيها  اغلب بس

 يت هايبه فعال يابين، دستيپروتئ ير مهندسيد نظيجد يك هايبا تكن يب غربالگريامروزه از ترك

بردن به  ين پيهمچن و مختلف يت ها از جنبه هاسيالتكاويد و بهبود بيات جديد، خصوصيجد

  ).25(گرفته است يشتريل در آنها شتاب بيدخ يسم هايمكان
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  :ا دوستيقل يهاسميكروارگانيم) 1-3

ت يتبع pH به يع نرمال از لحاظ وابستگيك مدل توزينه خود، از يرشد به يها براسميكروارگانيهمه م

. دهنديرا از خود نشان م ير بهتري، رشد و تكثيخنث يها pHها در سميكروارگانين ميكنند و اكثر ايم

 يهاسميكرو ارگانيم). 52(ابدييها كاهش مسميكروارگانيدور شود، تعداد م يسطح خنث از pHهرگاه 

ن آنها يعلاوه بر ا. كننديبالا رشد م pH با  ييهاطيكه در مح اي متنوعي مي باشند گروهشامل  ييايقل

. شونديم يبندطبقه) ييايط قليمح يتحمل كننده( 2و الكالوتلورانت 1ادوستيدر دو گروه بزرگ قل

را 10بالاتر از  pHرشد در  ييرود كه توانايها به كار مسميآن دسته از ارگان يبرا ادوستيعبارت قل

ا كمتر از آن قادر به ي  pH 7رد و در يگيصورت م 9حدود  pHباشند و رشد مطلوب آنها در يدارا م

مناسب pH  ز دارند امايرا ن 10رشد در  ييالكالوتلورانت توانا يهاسميگر ارگانيد ياز سو .ستنديرشد ن

به دو  يط حداكثريشرا يهاليالكالوف). 52(باشديم يك به خنثيها نزدسمين ارگانيرشد مطلوب ا يبرا

، رشد يارياخت يهاليشوند، الكالوفيم ميتقس يو اجبار يارياخت يهاليالكالوف ير گروه اصليز

در . رشد داشته باشند يط خنثيتوانند در شراين حال ميا بالاتر را دارند و در عيpH  10در  يمطلوب

  ).50(رشد كنند يط خنثيتوانند در شراينم ياجبار يهاليكه الكالوفيحال

ها بدون طيباً در همه محيعت دارند و تقريدر طب ياع گستردهيتوز ييايقل يهاسميكروارگانيم

از  يپوشش تعداد محدودع آنها تحت يف وسيكه ط يدر صورت. شونديافت مي ينيت الكاليمحدود

البته . رنديگيها و صحراها قرار ماچهيسود، در يمحتو يهاچون خاك يعيطب ينيالكال يهاطيمح

                                                            
1
 Alkalophilic 

2 Alkalotolerant  


