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Abstract 

Introduction: Thermophilic proteases can be used in various industries, including detergents, 

pharmaceuticals, food, etc. These enzymes are produced by thermophilic microorganisms, 

including bacteria. 

Materials and methods: Sampling was carried out from Dehloran hot springs in Ilam province 

in the west of Iran to find new protease producing bacteria. Then, the effect of pH, temperature 

and finally the effect of different heating time on the production of protease enzyme were 

evaluated. Then, Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed to detect the strain. Protease 

was purified through anion exchange using DEAE-sepharose column and its molecular weight 

was estimated using SDS-PAGE technique. Then, activity and stability of the enzyme were 

investigated in temperature and pH range. 

Results: Among isolated strains, bacteria Bacillus sp. DEM07 (registered in the World Gene 

Bank with access number KY392988) with the highest diameter of the protease clear zone, was 

selected to produce thermo tolerant alkaline protease. The maximum production of the alkaline 

protease enzyme was observed at 50 ° C, pH 7 and 48 hours after culture. The protease enzyme 

was purified by anionic chromatography and its molecular weight was estimated to be about 

27.5 kDa after purification. The enzyme was active and stable at the temperature range of 30 to 

55 ° C and the optimum temperature of the enzyme activity was observed at 50 ° C. The pH 

range for activity and its stability was from 4 to 11, and the optimum activity of the enzyme was 

observed at pH 10. 

Discussion and conclusion: In this study, the protease enzyme purified from Bacillus sp. 

DEM07 is a thermo tolerant alkalophilic protease. On the other hand, by creating the optimal 

conditions for achieving high production of thermo-tolerant alkalophilic protease, this enzyme 

has a high potential for use in various industries. 
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 كیدهچ

شللوسد و  یا صلمهت   ت الا گسلمال  شلوتمد ، یگاوتل ،  ل:گت  و تتت گسل  هی   ل          س یونا هپاوتئهسهلها   مقدمره: 

 اممدت   تولرد ا تهیشد  اگسزت ههآ ههابها ا لما گس س یونا ه اتز ولویگت

 مظلوا تلهف      گتلمپ یا  لا  گتلاگ  بل       گس چشلم  آ  نلاپ یهالاگ  وگدل  یا گسل ه      نرلاا   سموسل   ها:  مواد و روش

اممدۀ پاوتئهس گسجهپ شدت گثا گسردت  ، ی ه و یاسههت  س ه  نا هن:گاا با تولرد آسزت  پاوتئهس  هها لدتد تولرد بها اا

اگا شمهسلهت   ولولول  سلوت   لدسظا گسجلهپ شلدت آسلزت         بل  (PCR) گا پارماگس بااس  و سمجرد  شدت وگامش سسجرا 

-SDSسلهسا شلد و وس   ولولول  آ  بل  او       خهلص DEAE-Sephroseپاوتئهس به ااو هتوناگف  تعوتض آسروس  

PAGE  هها ی ه و گسردت   بااس  شدت تتمر  سی  شدت فعهلر  و پهتدگاا آسزت  یا ن  ا 

 شد  یا بهسک لههس  ژ  به شمها  یس اس  )ثب  DEM07 بهسراوا ها ااشد ، ب هها لدگسهسا گس  ره  سوت : ن ایج

KY392988 پاوتئهس نا هیوس  گس ته  شدت حدگاثا تولرد آسلزت    ( به برش ات  دطا ههل  پاوتئهسا باگا تولرد آلوهلر

  پاوتئلهس بله   سهع  اشل   شلههد  شلدت آسلزت     81گس  و پس 7ناگی، گسردت    یال  سهس   02پاوتئهس یا ی ها  آلوهلر 

 0/97سلهسا حلدوی    گس خلهلص  سهسا شلد و وس   ولولول  آ  پلس    گس  هی  گس ااو هتوناگف  تعوتض آسروس  خهلص

نلاگی فعله  و پهتلدگا بلوی و ی لها بهرمل         یال  سلهس    00ته  92اراویگل و  تتمر  سی  شدت آسزت  یا   دویۀ ی هت  

بلوی و فعهلرل     88ته  8ۀ گسردت   باگا فعهلر  و پهتدگاا آسزت  ناگی  شههد  شدت ن  ا یال  سهس   02فعهلر  آ  یا 

  شههد  شدت 82گسردت    بهرم  آسزت  یا

یا  طهلع  حهضا پاوتئهس دارهیوس   قهوپ بل    DEM07 بهسراوا شد  گس آسزت  پاوتئهس خهلص گیری: بحث و ن یجه

املد گتل     پاوتئهس  قهوپ ب  حلاگات پرشلمههی  ل     حاگات گس ت گتجهی شاگتط بهرم  باگا یس رهب  ب  تولرد ستهی آلوهلر 

 ی  یا صمهت   ت اا یگایتس  هگ گابا یاتهس دهبار  سزت آ

 بهسراواسهسا،  هها آ  ناپ، بهرم  پاوتئهس، چشم  های کلیدی: واژه
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 تمقدمه

ت  ه  مد ا  به یگس   ولویونا هاتز ولویگت 

ا هه  وها ه  مد و گس نهسسها ستهی  هههیا یشد بهرم  ا

گ لدگات ستهی حایگاگا یال خها  و تهت  یا

ت  گتجتات  اگهه  برهبهپ و ناا آ  چشم ههشوسد؛    

هها آ  ناپ )تو  گس  (ت چشم 8ه  مد )هه   وه

بع  باگا هها اتز ولویگت نا هیوس (  م ست  زه 

لدگسهسا    قر  آسزت   قهوپ ب  حاگات یا سظا 

ا  قهوپ ب  حاگات گسسظا سزت هه(ت آ9شوسد )   

ی یا باگبا تهگاا سپهتدههت   هسمد  اهابایا یگاگا  زت 

ا و سردو گدارهت  ت شدا ب هههها آل ، گسردت   حم 

هها  رواوب   (ت گ اوس  آسزت 9گی شوتمد  ه  مد ) و

وگس  یا صمهت   ت اا یگاسدت پاوتئهسهه اهابایهها فاگ

هها  رواوب  خهاج  هها آسزت  تات  ناو  گس تجهاا

گا یا صمهت   وگی  ساول  ه  مد ا  اهابایهها ن  ای 

شوتمد ،  :گ، یگاوسهسا، شرمرهت  و چاپ یگاسدت 

یاصد ال  92هها صمع    پاوتئهسهه یا  ره  آسزت 

 12پاوتئهسهه  ر هه یا ساگسا لهه  و آلوهل فاو  آسزت 

(ت 8شوسد ) یاصد ال فاو  پاوتئهسهه اگ شه ل   

هه،  طرا وسرع  گس  ولویگت سسد  شه ل بها اا

پاوتئهسهه اگ تولرد  هه،  تماهه و پ  هسدگاگ  آلوهلر  دهاچ

توگسهت  تاشح  قدگا ستهیا  بهسراواهها  اممدت نوس    

(ت 0پاوتئهس اگ گسسظا صمع   یگاسد ) آلوهلر 

پاوتئهسهها بها اتهت  به فعهلر  ستهی خوی یا  ر آلوهل

( و 82هها دارهت  )باگا سموس  گسردت    گسردت  

شوسدت ی ها  گا ن  ای  شمهخ       هی  هها پرش وتژن 

ناگی  یال  سهس   92هه حدوی  بهرم  فعهلر  گت  آسزت 

پاوتئهسهها بها اتهت  اگ باگا  گس ؛ گت  وتژن  آلوهلر 

(؛ 9امد ) هه  مهسب    ع  شوتمد گس  هی  یا صم

او، گناچ  پاوتئهسهه یا طبرع  ب رها ن  ای   گسگت 

عا  اشد سات ، فضها   دوی  هه ب  ه  مد  رواو 

لاسپ باگا اش  و یس وهاا ژس رو  آسه  باگا تولرد 

عموگ   مب  تالر   باگا تولرد  هها لدتد ب  آسزت 

او  هه  طاح و باگا اهابایهها  ت اا  ط آسزت 

هها  (ت تموع ن  ایۀ پاوتئهسهه ب  هماگ  وتژن 7ه  مد )

هه یا س رم   هه سبب شد  گس  گت  آسزت  گت  آسزت 

فمهواا و فرزتولوژتک یاخوا تول  ب رها یا  ست  

ب   تول  بهخرا ا گهه سه(ت یا 1ساگسا لهه  بهشمد )

بها اتهت  ا سوت ههسا سهگلدگهمر  صمع   پاوتئهسهه، 

س ت   گهمر  ب رهاا تهف   گ طاوا ن ههتژولدتد به 

، س یوح   سا هو فرل و زاتز ولویگت  قهت   به یا 

ناا    ابهسا و سهگلدا یا س رم  ام اهها   طهلع 

سا بهرم سهآسهه و شد ا  رط ، س یونا ها سوت هه

(ت یا بااس  حهضا 2س  )آسهه گسجهپ شد  گسزت  آتولرد 

  س هپ گنا  گس چشم  آس  یوبها اتهت  نا هسوت  

تط گشاسا سه بهرم ، تعرر  هوت گس  پسگتمپ لدگ شد و 

 شدتس  اباآ  و تتارص پاوتئهس تولرد 

 

 تها مواد و روش

شد  یا پژوهش  اتز ولویگت گس  هی برداری:  ن ونه

حهضا گس چشم  آ  ناپ یهااگ  وگد  یا گس ه  گتمپ 

( N 47°18'22.6"E"33.8'42°32) ت صهت لغاگفرهت  

س  اراو  اا شهاس ه  یهااگ ، یا یگ م  او   ا  یا

او  و سزیتک ب   ها خ ه  داگا یگای و گس شش  سره 

هه یا  آواا شدسدت سموس    ل    هوت لم 

هها حهوا تد ب  آس هتشزه   م قل و یا  فمسک

به آ   قطا گس اتل  8222/8و  822/8، 82/8هها  س ب 

  اش هها حهوا   رط ادرق شدسد؛ سپس یا گال 

یال   80باگث و یاو  گسووبهتوا به ی ها  سوتاتم 

 822سهسا شدسدت   م  rpm822ناگی و یا  سهس  
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هها حهوا  هه اوا پار   رواولر ا گس اش 

هه  اش  شد و پار  8آنها  راک اش  گسور    رط

یال   80سهع  یا گسووبهتوا به ی ها  81 دت  ب 

شدسدت یاسههت ، اتز ولویا  9نا هن:گااناگی  سهس  

تات  ههل  اگ یا گطاگف خوی گتجهی اای  بوی  ا  بزاگ

ههت  گس آ  یا  هها برش ا گس ته  و گس وک باگا  طهلع 

 ناگی سزهدگاا شدت یال  سهس   92ی ها  م   

باک ریایی مولد ی سویههای گرلغربازی و سااجد

ا یگاگبها اتهت  ا سوت ههسا سهگلدا ب  مظوپروتئاز: 

ا سموس ههگس  را لر ا  8تولرد پاوتئهس، سهت  گتو

ا ل  ب    رطههگ  وسا درقسهگس اپس  شد آواالم 

یالر ا(،  ناپ 92) 9آنها-آنها حهوا آنها  راک گسور 

 82) 0یالر ا( و عصهاۀ  تما ناپ 1) 8تاتپ و 

یا سهع   81ته  98  رطهه شد و تاقرح یالر ا(  ناپ

شدسدت گا یگی  داگی سهس  نایال   80ا  هیبه ا سووبهتوگ

اوا شدتهف   ا ااام ههگیا گس تعدت، ت   دگس گ پس

  رط   و یوبها  اوا س تهگت    رطهه گ

یا ی ها سهع   81و اش  شدسد ا نهآ  راک گسور 

ا اام هه؛ یاسههت ، سدسووب  شدگی گسهس  نایال   80

 مزل  سوت   ولد پاوتئهس شمهخ    ف ب ش هیگاگا ههل  

با   شدگلدهها  اام بر  گس  DEM07 ت سوشدسدت 

ت  سو راک  گسور لرز اوهردگس سهش  ل  دطا هها سهگ

 شدت ی  س  هگسزتم  هها آ   و باگا  طهلع س تهگباتا 

ا   ب  مظوهشداباک ریایی جدیۀ شناسایی سو

گیا گس تعد ، شدگلدا   س ب  سوت ههشمهسهت

ا  رزآسگالما  گسب  و روا -بروشرمرهت ا هه  وآس

و  7سرار    ح هسر  ب  پم  وس، آساهتهلا   و، آس9پنا

شمهس  اسر  مهترک بها اآستد با گسها ا ه   سدت 

به ا (ت شمهسهت   ولوول  بها ا82پ شدسد )سجهگ 1بان 

 2سناههاتوسط آ ه 16S rRNAگس ژ  توثرا د م   

(5′AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3′)  و

(5′AAGGAGGTGGATCCAGCCGCA 3′)  گسجهپ

یا حج  سههت   (PCR) 82گا پارماگس شدت وگامش سسجرا 

 به باسه   ستا گسجهپ شد  8 رواولر ا  طهبق لدو   802

یدرق  باگا  0 دت  ناگی ب  یال  سهس   28ت ی ها گولر  8

 شد  اا  و گولر ؛ گا اش   تک

ثهسر  باگا  80 دت  ناگی ب  یال  سهس   28ی ها ت 9

 شد  اا ؛ گا اش   تک

ثهسر  باگا  92 دت  ناگی ب  یال  سهس   01ت ی ها 9

 گتصه  آ هسنا؛

ثهسر  باگا  80 دت  ناگی ب  یال  سهس   79ت ی ها 8

 ؛DNAسم ز 

 یوا ؛ 90باگا  9ت تواگا گس  احا  شمهاۀ 0

یدرق  باگا  0دت   ناگی ب  یال  سهس   79ت ی ها 9

 ت DNAتومرل سم ز 

اس نهاس اوا ژ  آفوولو اگس گ پس PCR  صو  

 DNAگج س تاگار  ی  گس س  هگصد به یا 8

به گس  هی   DNA(ت سپس توگل  88سهسا شد ) خهلص

ۀ اایا د  وگ Bioneerشاا   DNAته   گس توگل 

ا ژ  ل  سواائوتردههگشبهه  توشدت لموب  تعرر  

16S rRNA گفزگا  اممد  ب  امک ساپ ت  هرداولرزسو

BLAST طمعهت    گپهتزه  یا ثب شدا ل ههگبه تو

تاترب  گت   قهت   شد؛ ب  Gene Bankپ سوژ

سوت   16S rRNAگیف تاب  تکتات  سوت هه یسز

  یا  دآس یل  ب گتواممد  تعرر  شدسدت  هرداولرز

اۀ شمهو ثب   NCBIس  ژبهسک حهضا یا هش وپژ

خ  یاتهف  شدت یا (KY392988)آ    سژس رهب  ی

سوت  به توگل   16S rRNAل  گتو قهت   س  به ژفراو

یا لو ول  گس حهصل  بهسراواهها  سهتا سوت 

گفزگا  ب  امک ساپ Gene Bankطمعهت    گپهتزه

Mega6   ب  اوneighbor joining  تاسر  شد

 (ت89)
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ژ   PCRشدۀ وگامشزاهها  هها بهرم   اظ  و حج  -8لدو  

16S rRNA   ت رواولر ا 802یاحج  سههت 
حج  

 ) رواولر ا(
  هی   اظ 

 اظ  

 سههت 

1/28 - ddH2O - 

80 X82 PCR buffer X8 

9/8 (mM)02 MgCl2 mM8/8 

9 (mM)82 dNTP mM9/2 

9 (pmol/µl)82 forward primer μM 8/2 

9 (pmol/µl)82 Reverse primer μM 8/2 

9 (ng)92 DNA template - 

9 (U/µl)0 Taq polymerase U/μl8/2 

802 - Total - 
 

 

 تسازی محیط تولید بهینه

گثا ی ه با اشد بها اا و اثر دما، اسیدی ه و زمان: 

پاوتئهس سوت   م تب یا ی ههها  ت اا  تولرد آلوهلر 

ناگی( یا حهل   بااس  شد  یال  سهس   92ته  92اشد )

 مظوا بااس  گثا  هه ثهب  بویسدت ب  ا  یتزا شهخص

گسردت   گولر  با اشد و تولرد پاوتئهس سوت   م تب،   رط 

تهر  شد و اشد یا ی ها  2ته  9هها بر   تولرد به گسردت  

عمو  گثا  بهرم  گسجهپ و فعهلر  آسزتم  سمجرد  شد؛ ب 

 نا هن:گااس ه  ط  تتمرا با اشد و تولرد پاوتئهس به 

هها  ت اا  یا س ه  گسووبهتوا و اش  یا شروا    رط

 گس اش (  طهلع  شدت سهع  پس 29ته  9)

فعهلر  سنجش فعالیت پروتئازی ن ونه: 

شدۀ دبا   هها نزگا  پاوتئهس به گس  هی  گس او  آلوهلر 

(ت باگا سمجش 89نراا شد ) به  قدگاا تغررا گسدگس 

 رواولر ا   او   022هه،  فعهلر  پاوتئهسا سموس 

 رواولر ا  922 هی ( ب   یاصد )پرش 70/2 88اهسئر 

 97یدرق  یا ی ها  82 دت    او  آسزتم  گفزوی  و ب 

( 1ناگی و شاگتط دارهت  )گسردت    یال  سهس  

 022 مظوا تودا وگامش آسزتم ،  شدت ب  نا هن:گاا

یاصد ب   82گسرد  گس رک اااو  رواولر ا   او  تاا

یدرق  یا ی ها  92 دت  ظاف وگامش گفزوی  شد و ب 

 0 دت  شدت سموس  ب  نا هن:گااناگی  یال  سهس   02

rpmیدرق  یا 
 922سهس ات وژ شد و سپس  82222 89

 رواولر ا  022 رواولر ا گس   او  اوت  آ  بایگش   و 

 رواولر ا   او   822و   ولاا  را  022اابمهت  سدت 

 92 دت  ب  آ  گضهف  شد و ب  89سرواهل و اسز  فولر 

شدت  نا هن:گااناگی  یال  سهس   97ق  یا ی ها یدر

سهسو  ا خوگسد  شدت  992هه یا طو   وج  ل:  سموس 

آسزت   قدگا آسزتم  گس   88طبق تعاتا، تک وگحد

 8ا  دهیا ب  هرداولرز اهسئر  و تولرد اسز   عهی  

یدرق  یا  8 رواو و  تراوست  آسگیشد  ب  گسگا 

 ناگی گس ت سهس  یال   97و ی ها  1گسردت   

گب دگ و تخلیص نسبی آنزیر پروتئاز: محیط تولید 

شد  ا  اوا   رط  تک لوپ گس سوت  بهرم 

آنها اشد اای  بوی بایگش   و ب    رط  هت   سوتاتم 

سهع  یا  98 دت   م قل شد؛ سپس ب  80اش  پرش

یال   80گسووبهتوا شروایگا به چاخش یواگس  و ی ها 

گس توثرا  داگا یگی  شدت پس rpm892ناگی و یوا  سهس  

یاصد حج   82ته  0اش ،  بها اا یا   رط پرش

اش    یا شاگتط گس اتل گس   رط پرش 89  رط تولرد

 مظوا تولرد آسزت  پاوتئهس  ب    رط تولرد  م قل شدت ب 

سهع  یا گسووبهتوا  81 دت  هها تولرد ب    رط

اگی ن یال  سهس   80شروایگا به شرک یواگس  و ی ها 

 داگا یگی  شدسدت  rpm892و یوا 

به ت  تغارظ پ اوسوهه گس  سا پاوتئر سهگلدگا با

یاصد گسجهپ شد و سپس  10 87سول هت سمک آ وسروپ

ناگی  یال  سهس   8ا  هیا یتک شب ت  د ب سموس  

گس   پساممدت اسو  اه مً هه  وتئر ته پاگا یگی  شد دا

گ و لد  سواناگی،  یال  سهس   8ا  هسهس ات روژ یا ی

ت سول ه پ وسروآسمک سا سهگلدباگا بهفا حل شدت یا 
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( گسجهپ 1)گسردت   بهفا تاتس یا  81تهلرزهه ی گس پاوتئر 

  ااو هتوناگف  تعوتض س و  گس تهلرزشد  ی  اوشدت 

هها  اش فاس هاس عبوا یگی  شدت  -DEAEآسروس  

سهه آسزتم  آفعهلر  و  آواا شدسد  ف  لم گ هتوناواا

یا سزت  گ  آبرش ات   رزفااش  حهوا شدت س  ابا

 هها بعدا بااس  شدت  طهلع 

 ب م  با اوش  ف  گتموناسگفی: ای وگرزا

گ  س ت  رزاممد  گ لرزاوهردهها  گا آسزت بااس فوولو اگ

-SDSس ب  او  تئهوپاص خاو
82

PAGE ا نرا گس سدگ

طوا   وگل  به  گس گتمهپ گلو اوفواس ژ  ب  شدت پس

 هها ستا ش  شو شد    او 

سهع  یا  8 دت  ، ژ  ب SDSسهسا   مظوا خهاج ت ب 8

یاصد  0/9ناگی یاو    او   یال  سهس   8ی ها 

( یا آ   قطا داگا یگی  شد و V/V) X-100تات و  

 ؛شدبها   او  تات و  تعوتض  9ط  گت  س ه  

-Xت ژ  به آ   قطا ش    شد و باگا ح:ف تات و  9

ناگی  یال  سهس   8یدرق  یا ی ها  92 دت  ب  100

( داگا 9/7 ولاا )گسردت     را  822یاو  بهفا تاتس 

 ؛بها بهفا تعوتض شد 9یگی  شد و ط  گت   دت 

 هیۀ  ت ژ  به آ   قطا ش    و یاو  بهفا شه ل پرش9

اا ر    ولاا و اااتد  را  822یاصد، تاتس  9اهسئر  

سهع  یا ی ها  98 دت  ( ب 9/7 ولاا )گسردت     را  8

شدت آسزت  یا گت   نا هن:گااناگی  یال  سهس   97

  ؛شوی بهفا فعه    

سهع  یا   او   8 دت  ، ژ  ب نا هن:گااگس  ت پس8

آ رزا شد و یا  اسگ R-250اسگ او هس  بالره  آب  

 مظوا ظهوا بهسدهها ش هف حهصل گس   احا  آخا ب 

 با گس  هی  شدت فعهلر  آسزت  گس   او  اسگ
بررسی اثر اسیدی ه و دما بر فعالیت و پایداری 

وتژ   هه ب  هها آسزت  تات  وتژن  تو  گس  ه آنزیر: 

هها صمع   فعهلر  و پهتدگاا آسهه یا   دویۀ  آسزت 

هها دارهت  گس   وتژ  گسردت   گس گسردت   ب  گا ن  ای 

(ت گثا گسردت   با فعهلر  و پهتدگاا آسزت  یا 88)

نراا شدت بهفاهها  گسدگس  88ته  8هها  ت اا  گسردت  

نمت ر  هها  ت اا شه ل  شد  باگا گسردت   گس  هی 

(، 2و  1هها  (، تاتس )گسردت  88ته  2هها  )گسردت  

ت س هگ سدت (، 7و  9هها  ف  هت )گسردت   سدت 

سزت  فعهلر  آبا ( بویسدت گثا ی ه 9ته  8هها  )گسردت  

یا بهفاا سزت  گاا آپهتدو فعهلر  ا نرا گس سدس به گتئهوپا

ته  92 هت  ویۀ ی  دبه گسردت   بهرم  فعهلر  آسزت  و یا 

 ناگی بااس  شدت  یال  سهس   22

 

 تن ایج
ی مولد باک ریایی شناسایی سویههای و گرلغربا

پاوتئهس  ولد ا بها اناا    ابه مظوا  ب  پروتئاز:

آنها   راک گسور   رط هه اوا  ، اام س یونا ه

فعهلر  یهمدۀ  اش  شدسد و ههل  ش هف )سشه 

تهت  تشورل بها اهها  اام گف باخ  طاگتئولر رک( وپا

تات  ههل  اوش  یا بر   (ت بزاگ8)شول شد 

   شههد 7شد  گطاگف لدگت  شمهاۀ  هها آس هتش لدگت 

پاوتئهس سزت  برشرم  آسهت  تولرد گتویهمدۀ  شد ا  سشه 

شمهسهت  ا بروشرمرهت  ب  مظوا هه  وآسباخ  گس ت 

پ شدسد و سجهپاوتئهس گبها اتهت   ولد ا ت  سوت ههگب دگ

، یگاگا  ثب پ نا  شدگبها اتهت  لدسوت  شد    شههد

بروترک  ، اهتهلاس  ثب  و ح ها ب  آس  بهسرلشول 

ت  گ 16S rRNAژ  ل  گتوآستد گس   و سدت سرار   پم 

 NCBI ولوی یا تک یسزا سوت  بها اتهت  به نوس هه

  سشهژس  خ  فراوو یال  گتطبرق تو قهت   شدت س هتج 

 Bacillus licheniformisب  س  تهیشد  نویگیسد 
  یا شد ئ ا گاگسواائوترد(ت توگل  9سزیتک گس  )شول 

ثب   KY392988به شمها  یس اس   NCBIژس  بهسک 

 شدت
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یهمدۀ تولرد پاوتئهس  آنها سشه   راک ت ههل  اوش  گطاگف لدگت  اوا   رط گسور DEM07بهسراوا  تأترد فعهلر  پاوتئهسا سوت  -8شول 

 خهاج ساول  یا گت  سوت  گس ت

 

 
شد   اس  neighbor-joiningیاخ  با گسها او  لدگشد  گس چشم آ  ناپ یهااگ ت  DEM07 بهسراوایاخ  فراوژس  سوت   -9شول 

 گسدت تواگا بره  شد  8222هه با گسها یاصدا گس  گس  و  قرها

 

تولرللد گسللدک پروتئرراز:  سررازی تولیررد آلكررالی  بهینرره

هه تو  گس  شومت  هه یا گا  ا وفرل هه و   هبولر  آسزت 

(ت  شلتص شلد  گسل     80گصا  تولرد صمع   آسههسل  ) 

تأثرا  ت  یا تهگ  سب  ب   رزو رواآسللزت  و اشلللد  تولرد 

لمالل   مللهب  اللاب ، سر للاوژ  و  اشلل  گس ت   للرطتااربه

هله و  لوگی  علدس  و همنملر  عوگ لل       حضوا دمدهه، تلو  

، نا هنلل:گااتولل   هسمللد  رللزگ  هللوگیه ، ی للها     فرز

(؛ بلهولویگت ،  2دلاگا یگای )  نا هنل:گاا گسردت   و س ه  

اش  بلاگا تولرلد  قلهیتا ستلهی      سهسا شاگتط   رط بهرم 

آسزت  گددگپ گاسشممدا گس  ا  بلهسیه  تولرلد آسلزت  اگ    

 یهدت  اگتب گفزگتش    ب 
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ر حضوپروتئررراز در نزیر بهینرررۀ آسی تولید ربرت

 مخ لف  ی  غیرهام
، اسرریدی ۀ محرریط و زمرران گرماگررراریاثررر دمررای 

ی للها اشللد، گسللردت     للرط و هللوگیه       هرروادهی:  

ههت  حرهت  ه  مد ا  بلا اشلد بلها اا و تولرلد      شهخص

 ل گلما   ه تات  عوگس ه (ت ی87و  89آسلللزت   نثاسلللد ) 

برشلللل ا ا  گسآسجللللهس ت گسزت  آت  ا ذگبا سهخ هگا ثان:گ

تهف   شللوسد  پ  لل سجها ستللهی گ هههیا یصمع   ا تمدههگفا

ح ظ ی اگ خوا سهخ ها ستللللللللهی  هههیا یسزت ههت  ا  آ

او، اشللد  ب للرهاا یگای؛ گسگتلل همر  گسمد   بمللهفعهو اممد 

یا  DEM07پاوتئهس توسلط سلوت     ساول  و تولرد آلوهلر 

نللاگی(  یاللل  سللهس   92تلله  92ی ههللها اشللد  ت اللا )

پاوتئلهس و   د آلولهلر  بااس  شلدت ی لها بهرمل  بلاگا تولرل     

نلاگی تعرلر  شلد     یالل  سلهس     02همنمر  اشد بلها اا  

( و یا ی ههها برشل ا الههش شلدتدا یا تولرلد     9)شول 

یاللل   00آسللزت   شللههد  شللدت تولرللد آسللزت  یا ی للها   

یالل    92ناگی گیگ   یگش  گ ه تولرلد آ  یا ی لها    سهس  

یهللد سللوت   نللاگی بلل  صلل ا اسللرد الل  سشلله   لل   سللهس  

شلد   وللویا نا هیوسل  گسل ت بلها اا یا       شآس هت

ناگی اشد گسلدا  یگشل  و    یال  سهس   92و  00ی ههها 

اش ، تولرد آسزت  ب رها  به تعدگی گسدک بها اا یا   رط

ا  شدت تأثرا ی ه با تولرد آسزت  ب  اشلد  وللوی ب ل ز     

 یگایت

 
 گثا ی ها   رط با تولرد پاوتئهس و اشد بها اا -9شول

هها فرزتو   نثا با تولرد آسزت ،  شهخصیا  ره  

شمهخ   یا  ولوی و  گسردت   به گلقها تغرراگت اتت 

امدت تغررا  گا اگ گت ه    تأثرا با تاشح آسزت  سقش عمد 

گسردت   ط  اشد  ولوی با پهتدگاا   صولات 

شد   (ت یا بها اا آس هتش81ن:گای ) تولردشد  تأثرا   

لرد پاوتئهس یا گسردت   ( برش ات  توDEM07بهسراوا )

هها برش ا و  گت هق گف هی و  رزگ  تولرد آسزت  یا گسردت   7

(ت گت  گسردت   سزیتک ب  8ام ا اههش تهف  )شول 

گا بوی ا  بها اا گس آ  لدگ شد  بویت  گسردت   چشم 

گح مهلاً یا گت  گسردت  ، پاوتئهس تولردشد  پهتدگاا 

 تا گس ت ستهیا یگای و ته اشد بها اا  مهسب

 

 
 گثا گسردت     رط با تولرد پاوتئهس و اشد بها اا -8شول 

 

هه بله ن:شل     هه، تعدگی بها اا همزهپ اش  بها اا

تهبد و گسآسجها  تولرد پاوتئهس بله تعلدگی    س ه  گفزگتش   

اممد    مهسب گس  تولرد پاوتئلهس هل     هها تولرد بها اا

تولرد آسلزت  یا  هه  تهبدت یا ب رهاا گس بها اا گفزگتش   

شلوی و یا  احال      احا  سمهت  اشد بلها اا آ لهس  ل    

گس گتل   احال  سلطح     اسلدت پلس   ب  برشرم  خوی    92پهته

هه و ته  شد  بها اا عا  پها  تهبد ا  ب  آسزت  اههش   

(؛ 92و  82تغررلللاگت شلللدتد گسلللردت     لللرط گسللل  ) 

هه تله  احال     بهولویگت  تولرد آسزت  یا باخ  گس بها اا

 (ت98اگ گیگ   یگای ) 
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شللوی تولرللد  یتللد   لل  0طللوا الل  یا شللول  هملله 

سلهع    29طل    DEM07پاوتئهس توسلط سلوت     آلوهلر 

هله یا س رمل     اش  یا شاگتط بهرم  بااس  شدت گت  تهف  

تولرد آسزت  ط  فهس پهته سقش  هللب پاوتئهسهلها خلهاج    

ساول  یا ح ظ و سزهلدگاا گاوللوژتو ،   هبولر ل  و    

و  80یهملد )  وضلوح سشله   ل     اتزولوی اگ بل   بقها گت 

بوی  تاشح پاوتئهس به گلزلوا اشلد سشله      (ت همههمگ99

یهللد حللدگاثا تولرللد آسللزت  یا  احالل  پهتلله گت للهق     لل 

 گف دت   

 

 
 تولرد پاوتئهس یا طو  اشد یا   رط اش  -0شول 

 

هها برش اا یا تولرد آسزت  بااس  و  چ    غرا ها

شویت س    غرا  تولرد آسزت  برش ا   بهرم  شوسد بهسیه  

اش  و ی ها   رط  س ه  بایگش ، گسردت     رط

بااس  شدسد و  قهیتا بهرم  باگا تولرد آسزت  ب  یس  

اش   سهسا شاگتط   رط آ دت تولرد آسزت  به بهرم 

سهسا  گس بهرم  گفزگتش    وس  س ب  ب  شاگتط پرش

یا  قهیتا ستهی،  او باگا تولرد پاوتئهس سشه  یگی؛ گسگت 

شد،  دت س ه  اش   اسهسد   7گسردت     رط تولرد ب  

سهع  گس ته  شد و   رط یا ی ها  81یا   رط تولرد 

 ناگی داگا یگی  شدت یال  سهس   02

هه  سهسا پاوتئر  خهلص: پروتئاز سازی آلكالی  خالص

هه  شه ل  اگحل   عدیا گس  ا  یا بتش  وگی و او 

او هتوناگف  تعوتض تو  باگا ا توضرح یگی  شدت

ههت   هها سهشمهخ   تو  گس او  سهسا پاوتئر  خهلص

گس آسو  س و  به بهفا  پس شویت گس  ا  برش ا گس  هی    

 ولاا ب  تعهی  اسرد    وتهت ار   یتهلرز   را  92تاتس 

 ثب  ا به  یگاگا س و بهانراا شدت DEAEاوا س و  

شدسدت به آواا    لم سشد   صلهها  وتئر پاگ ب دگپس بوی 

یاصد(  822 ولاا )ص ا ته  8شرب  اظ  سمو    عمهگ

 ؛شدسدگ ش مد لدیگ م   بها ا    شد   صلهها  وتئر پا

سهسو  ا به  912هه یا طو   وج  س ه ، ل:  فااش  ه 

وا حههها   یس زه  گسپو اوف و  ا خوگسد  شد و فااش 

 .(9شدسد )شول تئر   شتص وپا

یهمد  گلو اوفواس گت  ااو هتوناگف  سشه    س هتج 

اراویگل وس  ب  دا   ابوط گس  و  0/97بهسد حدوی 

یگاگا وس   DEM07 بهسراوا یاس رج  پاوتئهس ب  بها اا

فعهلر  اراویگل و  تعاق یگایت  0/97 ولوول  

س  شد اف  سرز باگتموناب  او  سگسزت  آتئولر رو  وپا

 (ت7)شول 

 

 
اگپ  ابوط ب  ااو هتوناگف  تعوتض آسروس  ااو هتون -9شول 

DEAE- س هاس 
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ت 9ت سشلهسزا وس   ولولول ، سل و     8ت سل و   SDS-PAGEس هاوس به گس  هی  گس  -DEAEگس ااو هتوناگف   گاستهب  خاوص آسزت  پس -7 شول

ت فااشل  یگاگا فعهلرل    8یاصد، س و   10سول هت  گس تغارظ به سمک آ وسروپ ت سوپاسهتم  بها اا پس9اش  بها اا، س و   سوپاسهتم    رط

گاگا فعهلرل  پاوتئلهسا  احال  یوپ سل و  تعلوتض آسرلوس        ت فااشل  ی 0سل هاس، سل و     -DEAEپاوتئهسا  احا  گو  س و  تعلوتض آسرلوس    

DEAE-   گس ت ت ستموناگف  پاوتئهس،  ودعر  بهسد پاوتئهس به فاش اوا شول  شتص شد  9س هاس، س و 

 

سهسا گت  آسزت  فعهلر  وتژۀ آسزت  گس  ط  خهلص
U/mg 08/8 اش  ب   یا   رطU/mg 99   یا سموس

سهسا ب   یهمدۀ خهلص خهلص گفزگتش تهف  ا  سشه 
یاصد  92سهسا به  باگبا گس ت گت  خهلص 91/88 رزگ  

(ت باگا   هسب  بهسیه ، 9بهسیه  هماگ  بوی )لدو  
فعهلر  ال یا ها  احا  با فعهلر  ال گولر  )فعهلر  

شول یاصد یا لدو   اش ( تق ر  و ب  ال   رط
سهسا  هها نوسهنوس  باگا خهلص آوای  شدت او 

گسدت یا  هها  ت اا نزگا  شد  پاوتئهس گس بها اا
پژوهش حهضا آسزت  خهلص تمهه ب  او  

ااو هتوناگف  تعوتض آسروس  تهر  و آسزت  
 هه گس  هی  شدت شد  باگا تعرر  وتژن  خهلص

 
 Bacillus sp. DEM07سهسا آسزت  پاوتئهس  ابوط ب  بها اا   اگحل خهلص -9لدو  

  احا  تتارص (Uفعهلر  ال ) (mgپاوتئر  ال ) (U/mgفعهلر  وتژ  ) بهسیه )یاصد(  اتب  تتارص

   رط اش  9222 8289 08/8 822 8

 یاصد 10آ وسروپ  سول هت 8199 978 29/8 98 82/9

 س هاس -DEAEس و  گو  ااو هتوناگف   112 889 82/9 92 8

 س هاس -DEAEس و  یوپ ااو هتوناگف   989 91 99 92 91/88

 

 شده ز خالصتئاونزیر پرهای آ گییژو

یا تأثیر اسریدی ه برر فعالیرت و پایرداری پروتئراز:      
، گللا(  1بااس  گثا گسلردت   بلا فعهلرل  آسلزت  )شلول      

 82یاصللد( آسللزت  یا گسللردت     822برشلل ات  فعهلرلل  )
شلد  للزو    یهلد آسلزت  خلهلص     شههد  شد ا  سشه    

 7پاوتئهسههس ت گت  آسزت  یا   دویۀ گسلردت     آلوهلر 

الل  یا  طللواا سرللز فعهلرلل  ستللهیا سشلله  یگی؛ بلل   88تلله 
یاصلد فعهلرل     8/17و  19تاترب  ب  88و  7هها  گسردت  

یگشلل  و سللپس فعهلرلل  آ  اللههش تهفلل ت یا بااسلل  
طلوا ال     هها  ت الا، همله    پهتدگاا آسزت  یا گسردت  

 7شللوی آسللزت  یا گسللردت     ،   یتللد   لل  1یا شللول 
برشللل ات  پهتلللدگاا اگ سشللله  یگیت همنملللر  آسلللزت  یا 

هتلدگا  گا گس گسردت   )گسردا ته دارهت ( پ   دویۀ ن  ای 

سلهع  سزهلدگاا یا    8گس  شلد  پلس   بویت آسلزت  خلهلص  
یاصلد فعهلرل  گولرل      0/72نلاگی   یال  سهس   97ی ها 

 اگ ح ظ اایت 82خوی یا گسردت   بهرم  تعم  
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هها  ت اات   م م  فعهلر  و پهتدگاا آسزت  یا گسردت   -1شول 

 88ته  7هها  گلات آسزت  یگاگا   دویۀ وسر  فعهلر  یا گسردت  

گس ،  ت حدگاثا پهتدگاا آسزت  یا  82گس  و گسردت   بهرم  آ  

 گس ت 7گسردت   

 

هه  ت سزآ  زتئاوپراری پایدو ما بر فعالیت دتأثیر 

عماوای و  ه با و یسد یگاتئرم  و ههر  پا  عمدا طو ب 

ا تمدههگفابرش ا ا  گسآسجهس ت آسهه  نثا گت  ا ذگسهخ ه

شوسد گس  هی  گس   پ  سجها ستهی گ هههیا یصمع   

ی اگ خوا سهخ هتوگسهت  فعهلر  و ح ظ ا  ت  سزت ههآ

ب زگت  یگایت همر  ا ستهی یگش   بهشمد گ هههیا ی

ی عماواگا  مهسب باگات حا ل یاتعرر   مظوا  ب 

یال   22ا  ت اا ته  هههیا یامش   وگ  او، سزت آ

سزت  آفعهلر  گ   رزف  و ناگا داناگی  سهس  

س هتج سشه  یگیسد آسزت  یا   دویۀ دت شا نراگسدگس 

یاصد  92ناگی برش گس  یال  سهس   02ته  82ی هت  

 822فعهلر  یگای هاچمد ی ها بهرم  باگا فعهلر  آ  )

، گلا 2ناگی گس ت  طهبق شول  یال  سهس   02یاصد( 

یال   00 رزگ  فعهلر  آسزت  به گفزگتش ی ه ب  

ا  آسزت   طواا  تهبد؛ ب ساع  اههش    ناگی ب  سهس  

یاصد فعهلر   82ناگی حدوی  یال  سهس   00یا ی ها 

 خوی یگایت

شد  یا   دویۀ  یا بااس  پهتدگاا آسزت  خهلص

سهع  گس  9گس ن:ش   ی هت  تهیشد   شتص شد پس

ناگی  یال  سهس   97، آسزت  یا ی ها نا هن:گااس ه  

گی نا یال  سهس   02برش ات  پهتدگاا اگ یگای و ته ی ها 

امد؛ گ ه به  یاصد فعهلر  خوی اگ ح ظ    12برش گس 

یهد و فعهلر   گفزگتش ی ه سهخ ها خوی اگ گس یس    

 ،  (ت2تهبد )شول  بهدرمهسدۀ آ  اههش   

 

 

 
 م م  فعهلر  و پهتدگاا آسزت  یا ی ههها  ت اات  -2شول 

ناگی  یال  سهس   02گگلات حدگاثا فعهلر  آسزت  یا ی ها 

گس  شوی،  ت پهتدگاا آسزت  یا ی ههها  ت اا پس   شههد   

 یا آ  ی ه نا هن:گااتک سهع  
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 تبحث

پاوتئهس  هه یا س رم  تولرد آسزت  آلوهلر  برش ا  طهلع 

گس ت تولرد   هها گس هسدگای گسجهپ شد  به گس  هی  گس سوت 

شد  ا  گس  مبع  بها اتهت  و  ستهی آسزت  یا سوت   طهلع 

شوی باگا  چشم  آ  ناپ تهر    یا یس اا  هسمد 

اهابایهها صمع  ، یگاوت  و  :گت   مهسب گس ت 

  یگیسد ی ها بهرم  باگا تولرد سشهحهضا هش وس هتج پژ

ناگی  یال  سهس   02پاوتئهس و اشد بها اا  آلوهلر 

( یابهاۀ 9288و هموهاگ  ) 98گس  ا  به س هتج آبردا

ت رس بوتاآلوهلر  پاوتئهس تولردا توسط بها اا 

اگ  هموهو  99اسه هلا(ت آ99 طهبق  یگای ) 99سرما 

ناگی اگ باگا آسزت   یال  سهس   82( ی ها بهرم  9288)

CAS7 بهسراوا فرا واپاوتئهس بها اا  آلوهلر 
98 

یال   92(ت ی ها بهرم  ام ا گس 98گسد ) نزگا  اای 

 بهسراواناگی باگا تولرد پاوتئهس توسط سوت   سهس  

 9228(ت یا سه  90نا هیوس  نزگا  شد  گس  )

  بهسراواناگی باگا سوت   یال  سهس   92ی ها برش گس 

SMIA-2 نزگا  شد  گس ت ی ها اش  به تأثرا با

هها بروشرمرهت  یاو  ساو  و یاس رج  ت اتک  وگامش

ن:گای  ته سااو  تولرد آسزت  با سم ز پاوتئر  گثا   

 (ت99)

اممدۀ اشد و  تات  عوگ ل تعرر  گسردت   تو  گس  ه 

شمهس  اتز ولویگت گس ؛ ستاگ آسهه ب   اظ   اتت 

هها هرداوژ   ولوی یا   رط ح ها ه  مدت یا  تو 

هها فرزتو ، گسردت     رط اشد سقش   ره  شهخص

شمهخ   یا  ولوی و   هم  یا گتجهی تغرراگت اتت 

هها پرشر  سشه   امدت  طهلع  تاشح آسزت  گت ه   

هه ب  گسردت   خمث  باگا اشد  طاو   یهمد بها اا   

هها  ب  گتمو  اتز ولویگت   رط تول  سرهس یگاسدت به

خمث  ته گسدا  گسردا اگ باگا اشد و   هبولر   تالرح 

اای   هها شدتدگً دارهت  بهعث اسو  یهمد و گسردت     

هه و گ مح ضاواا باگا اشد اتز ولویگت  سمک

ا اشد و تولرد آسزت  پاوتئهس شوسد، اههش چشمزر   

شویت یا  هها دارهت   شههد     دارهت  یا گسردت  

پژوهش حهضا تولرد بهرم  آسزت  پاوتئهس دارهت  یا 

 شههد  شدت گت  تهف   به س هتج  7گسردت   گولر  

(ت 97( همتوگس  یگاسد )9222یا سه  ) 90 طهلع نویو

تولرد باگا  بهسراواهها  گسردت   بهرم  برش ا نوس 

 (ت92و  91نزگا  شد  گس  ) 88ته  7پاوتئهس 

یا پژوهش  اشد ساول  و تولرد پاوتئهس سوت  

اههش تهف ؛  2گس گسردت    پس APP1 بهسراوا

خوب  اشد اای  ب  89ته  0همنمر  یا   دویۀ گسردت   

 (ت92 شههد  شد ) 2گ ه تولرد بهرم  پاوتئهس یا گسردت   

گس گسردت      پسیا  طهلع  حهضا فعهلر  آسزت

تهبدت آسزت  یا طرا  طوا چشمزراا اههش    ب 88

برش ات  فعهلر  اگ یگای و یا  88ته  7وسر  گسردت   گس 

هها  ه   وگی  ب رها پهتدگا گس ت آسزت  7گسردت   

 Novoو سوب رارزت   Carlberg 99شوتمد ، سوب رارزت 

مد یه سشه     82ته  1هها  حدگاثا فعهلر  اگ یا گسردت  

 (ت 98)

ی ه شهخص  ضاواا گسل  ال  بهتلد ام لا  شلوی و      

 عمولاً تلأثرا آ  یا  وللویگت  ت الا    لهوت گسل ت      

یاصلد فعهلرل  گولرل  خلوی اگ یا      22شلد    پاوتئهس  طهلعل  

 نا هنل:گاا یدرقل    92گس  ناگی پس یال  سهس   02ی ها 

هه  ابوط بل  پاوتئلهس  قلهوپ بل       ح ظ اایت باخ  نزگا 

 92تلله  82حللاگات فعهلرلل  یاخللوا تللوله  اگ یا ی للها 

 12یهملد گ له آسلزت  یا ی لها      ناگی سشه   ل   یال  سهس  

 (ت98-99شوی ) طوا اه ل  رافعه     ناگی ب  یال  سهس  

پاوتئلهس طل     یا پژوهش حهضا تولرد بهرمل  آلولهلر   

تله   81و اشد سلاول  بهرمل  طل      گاانا هن:سهع   81

گسسظلا   نا هنل:گاا او، یواۀ بهرم   گت  سهع  بوی؛ گس 92

سلهع    81تولرد پاوتئهس و اشد ساول   طاو  یا یواۀ 
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و هموهاگ   97 شههد  شد ا  به  س هتج ایا نا هن:گاا

( همتللوگس  یگای 9288) بهسللراواهللها  یا للوای نوسلل 

(ت نوس  ههلوبها اتوپ ا  حدگاثا تولرد پاوتئهس اگ یا 90)

 ( و نوسلللل 99سللللهع  یگای ) 29 نا هنلللل:گاایواۀ 
تلا   ا  یگاگا یواۀ اوتله   TD4فوا رس  بهسراوا لروم 

( 97باگا تولرد پاوتئهس گسل  )  نا هن:گااسهع (  98)

 گسدت سرز نزگا  شد 

تتمرا ب  گفزگتش اشد هها  ت اا  سهسا شهخص بهرم 

 مجا شدت  DEM07و بهسیه  تولرد آسزت  یا سوت  

پاوتئهس خهاج ساول  گت   پهتدگاا ستهی آسزت  آلوهلر 

یهمدۀ پ هس رل  هها  ت اا سشه  سوت  یا ی ه و گسردت  

چشمزرا گت  آسزت  باگا اهابایهها  ت اا یا صمهت  

حل چاپ و صمهت  شوتمد  و یگاوسهسا و تتت گس ت  اگ

اف   یا بااس  حهضا باگا خهلص سهسا آسزت   اها ب 

هها سهتا پژوهشزاگ  اوته  و  یا  قهت   به نزگا 

 صاف  بویسدت ب   قاو 
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1- Skim Milk Agar 
2- Incubation period 
3- Agar-agar 
4- Tripton 
5- Yeast extract 
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7- Penicillin 
8- Bergey 
9- Primer 
10- Polymerase chain reaction 
11- Casein 
12- Revolutions per minute 
13- Folin-Ciocalteu`s phenol reagent 
14- Unit 
15- Preculture medium 
16- Production medium 
17- Ammonium sulfate 
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19- Sodium dodecyl sulphate 
20- Stationary 
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24- Bacillus firmus CAS7 
25- Gouda 
26- Subtilisin 
27- Reddy 


