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 1398 آبانتاریخ پذیرش:            1398 مرداد تاریخ دریافت:

 چکیده

باشد. و تعیین خصوصیات آنزیم می لوسیباس هیسو کسازی تولید آنزیم پروتئاز قلیادوست مقاوم به حلال آلی از یهدف در این پژوهش بهینه            

%( رشد یافت.  10%( و تولوئن ) 30گرم جداسازی شد و در محیط غنی شده با سیکلوهگزان )آب در این پژوهش یک سویه باسیلوس از چشمه

زی شدند. آنزیم پروتئاز در ( جداساSMAهای اسکیم میلک آگار )های رشد یافته روی پلیتهای تولیدکننده پروتئاز با استفاده از کلنیباکتری

در نهایت  سفارز به شکل جزیی تخلیص شد. -DEAEدهی با سولفات آمونیوم و کروماتوگرافی تعویض آنیونی ای شامل رسوبروش دو مرحله

حداکثر پروتئاز فاکتورهای سازی محیط کشت باکتری برای تولید عنوان بهترین سویه با فعالیت پروتئازی معرفی شد. برای بهینهها بهیکی از کلنی

 72ترین بازده رشد باکتریایی و تولید پروتئاز پس از منابع کربن و منابع نیتروژن آزمایش شد. بیش ،مختلف ازجمله زمان گرماگذاری، دما، اسیدیته

و منبع نیتروژن عصاره مخمر زمانی که محیط کشت توسط منبع کربنی سوکروز  7 تهیدیاس گراد و درجه سانتی 37 ساعت گرماگذاری در دمای

نشان داد و توسط اتیلن دی آمین  10 تهیدیاس گراد ودرجه سانتی 50ترین فعالیت را در دمای درصد غنی شده بود، مشاهده شد. این پروتئاز  بیش 5

کند این آنزیم یک متالوپروتئاز اد میهای سرین پروتئاز تحت تأثیر قرار نگرفت که پیشنهمهار شد، اما توسط مهارکننده (EDTA)تترا استیک اسید 

عنوان یک تواند بهاتر افزایش یافت. بنابراین، آنزیم میاتیلاز تولوئن، متانول، اتانول و دی (v/v) %10است. فعالیت آنزیم در حضور غلظت 

 کار گرفته شود. بیوکاتالیست قوی در صنایع و بیوتکنولوژی به

  پروتئاز، باسیلوس، حلال آلی، تخلیص کلیدی: کلمات

 m.mehrabi@razi.ac.ir: مسئول* پست الکترونیکی نویسنده 
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 مقدمه

که شکست  ها اشاره دارداصطلاح پروتئاز به گروهی از آنزیم        

کنند. پیوندهای پپتیدی را در سوبستراهای پروتئینی کاتالیز می

 های صنعتی هستند که تقریباًترین گروه آنزیمپروتئازها یکی از مهم

 و Sawant)اند خود اختصاص دادهدرصد بازار کل آنزیم را به 60

Nagendran ،2014). ویژه با منشأ های صنعتی بهتقاضا برای آنزیم

ها در انواع وسیعی از فرایندها در میکروبی با توجه به کاربردهای آن

درصد فروش آنزیم  40 حال افزایش است. پروتئازهای میکروبی تقریباً

سرین  .(2012و همکاران،  Padmapriya)شوند کل جهان را شامل می

ترین گروه پروتئازهای تولیدشده توسط پروتئازهای قلیایی برجسته

های تولید ها هستند. آنزیمها، مخمر و اکتینومیستها، قارچباکتری

ها از های آنتری نسبت به همسانمنابع میکروبی مزایای بیش شده از

ر، تهای تولید کممنابع گیاهی و جانوری دارند. این مزایا شامل هزینه

امکان تولید در مقیاس بزرگ در فرمنتورهای صنعتی، محدوده وسیع 

های شیمیایی و فیزیکی، امکان دستکاری ژنتیکی، عدم اثرات ویژگی

های های بالا، آنزیمشود. این ویژگیناشی از فصل و کشت سریع می

صنعتی مختلف  کاربردهای برای مناسبی کاتالیزورهای زیست را میکروبی

های . مزیت دیگر آنزیم(Nagendran، 2014و  Sawant)سازند می

ها در طبیعت خارج سلولی هستند. این میکروبی این است که اکثر آن

 Gupta)دهد ها به شکل خالص را افزایش میامر سهولت جداسازی آن

اگرچه منابع میکروبی زیادی برای تولید پروتئازها . (2012و همکاران، 

های تجاری تشخیص عنوان تولیدکنندهوجود دارد، تنها تعداد کمی به

های مختلف برای تولید طیف های متعلق به گروهاند. میکروبشده داده

های صنعتی مهم با تقاضای روتئازها شناخته شده که آنزیموسیعی از پ

شوند که مقدار بازار رو به افزایش عمدتا از گروه باسیلوس مشتق می

 قابل توجهی پروتئازهای خارج سلولی را با چندین جنبه کاربردی

از  عمدتاً (E.C.3.4.21) سابتلیزین شبه پروتئازهای سرین کنند.می ترشح

هستند  بررسی مورد هایآنزیم ترینگسترده از برخی باسیلوس، هایسویه

(Siezen  وLeunissen ،1997) .ها خواص فیزیولوژیکی باسیلوس

سوبستراهای مختلف مشتق شده از  متنوعی مثل توانایی تجزیه کاملاً

ها، آگار، منابع گیاهی و جانوری ازجمله سلولز، نشاسته، پروتئین

و  Lutz)دهند های زیستی را نشان میها و نیز سوختهیدروکربن

منظورکمک چنین بهپروتئازهای خارج سلولی هم .(2006همکاران، 

طور تجاری مورد به تجزیه پروتئین در فرایندهای صنعتی مختلف به

وس دو نوع . باسیل(Takagi ،1999و  Kumar) انداستفاده قرارگرفته

عمده پروتئاز که عبارتند از یک سابتلیزین یا پروتئاز قلیایی و یک 

 کیعنوان پروتئازها بهکند. متالوپروتئاز یا پروتئاز خنثی را ترشح می

منظور بهبود عملکرد شستشو به هاندهیشو ونیدر فرمولاس یدیکل جزء

 ای یتماس یلنزها زکردنیتم یبرا یخانگ یاستفاده در شستشو یبرا

 هاندهیدر شو هامیکاربرد آنز .شوندیاستفاده م یمصنوع یهادندان

 ستیز طیدار محروش دوست کیها در بردن لکه نیب از یبرا ییایمزا

پروتئازها در  (.Hamza ،2017) زدن داردو هم ساندنیخ ترکوتاه با دوره

شرایط تحت  اند.های اخیر جذب کردهسنتز آلی توجه زیادی را در سال

پروتئازها واکنش هیدرولیز را کاتالیز کرده، اما عملکردهای  طبیعی، آبی

پروتئازها مثل سنتز پپتیدها و استرها در محیط پذیری برایبرگشت

است. مزایای بسیاری در ارتباط با کاربرد های با آب محدود یافت شده

 ها برای سنتز آلی ازجمله گزینش فضایی، اختصاصیت، شرایطآنزیم

 هایاخیرا باکتری .(Maurer ،2004) واکنش غیرآبی و غیره وجود دارد

های حدی از میکروارگانیسم جدیدی نسبتاً گروه عنوانبه حلال به مقاوم

های آلی توجه بسیاری فرد برای بقا در حضور حلالهبا توانایی منحصرب

منابع عنوان ها بهاند. برخی از این میکروباز محققان را جلب کرده

اند، اما تنها تعداد کمی گزارش های مقاوم به حلال شناخته شدهآنزیم

مقاوم به حلال آلی  پروتئاز تولیدکنندگان مقالات مربوط به غربالگری در

پروتئاز را  های مقاوم به حلال معمولاً، باکتریدر دسترس است. ضمناً

مقاوم به حلال حال، اگر پروتئازهای کنند. با اینمیزان کم ترشح میبه

تر میزان زیاد تولید شوند، برای کاربردهای صنعتی مناسببتوانند به

های باکتریایی خواهند بود. در این پژوهش سعی شد تا با بررسی سویه

گرم واقع در استان ایلام، شهرستان دهلران، های آبموجود در چشمه

ها ارزیابی شده در این سویه آلی هایحضور حلال تولید پروتئاز در میزان

شرایط بود،  در این پروتئاز تولید ترین قدرت درکه دارای بیش ایو سویه

های هایی با ویژگیچشمه منطقه ایلام دارای کهاین دلیلبه شود. انتخاب

های فلزی و مواد شیمیایی متفاوتی ازنظر درجه حرارت، غلظت یون

شرایط حدی جدید ممکن باکتریایی مقاوم به  یافتن سویه احتمال است

های آلی، در برتر از نظر مقاومت در برابر حلال است. با انتخاب سویه

طور جزئی تخلیص شده و مرحله بعد پروتئاز مربوط به این سویه به

های مختلف در حضور غلظت پایداری چونهم خصوصیات آنزیم از برخی

ها و دمای بهینه برای فعالیت، اثر مهارکننده تهیدیاسهای آلی، حلال

تعیین شدکه درصورت داشتن خصوصیات مطلوب و متفاوت با پروتئاز 

های صنعتی کاربرد داشته تواند در برخی زمینهمی های دیگرسویه

عنوان کاندیدایی برای مطالعات تواند بهآنزیم میصورت این این در باشد.

منظور تولید به های ژنتیکین دستکاریچنیساختاری، سینتیکی و هم

 هایی با کارایی بهتر مطرح شود. آنزیم

 

 هامواد و روش

گرم در طی این تحقیق از چشمه آبها: برداری از چشمهنمونه       

از شهرستان دهلران در  یلومتریسه ک که در فاصله ایلام در استان
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  واقع درغرب ایران ،به غار خفاش قرار دارد کیکوه و نزد اهیس دامنه

برداری (، نمونهE22.6``18ᵒ47 ``N33.8`42ᵒ32``با مختصات جغرافیایی )

متر سانتی 80عمل آمد. این چشمه دارای مناطقی به عمق بیش از به

باشد و دو سرچشمه بزرگ دارد که حدود دویست متر از هم فاصله می

درجه  50تا  45دو سرچشمه بین دارند. دمای این چشمه در هر 

همراه برداری از آب مناطق عمقی به(. نمونه1گراد بود )شکلسانتی

های کف و اطراف چشمه و در مناطق مختلف چشمه صورت لجن

صورت جداگانه در داخل فالکون ریخته های هر چشمه بهگرفت. نمونه

حتوی های مداخل فلاسک ها درها بسته شد. فالکونشده و درب آن

گرم در داخل فلاسک، دمای آن  آب گرم قرار داده شد و با ریختن آب

داشته شد. با رسیدن به آزمایشگاه، ها ثابت نگهدر حدود دمای چشمه

 داری شدند.ها نگهماری در دمای چشمهها داخل بننمونه

های مقاوم به حلال و جداسازی میکروارگانیسم منظور غربالگریبه       

  و تولیدکننده پروتئاز مراحل زیر انجام شد:

ها و رسوبات ها از آب سطح چشمهنمونه ها:اولیه باکتری جداسازی

لیتری میلی 50 های فالکونآوری شده و درون لولهها جمعکف آن

ها از ها در هنگام حمل آنریخته شد. برای حفظ دمای طبیعی نمونه

شد، استفاده شد. فلاسک حاوی آب چشمه، که دمای آن کنترل می

های برداری باید از لولهمنظور حفظ شرایط استریل در هنگام نمونهبه

برداری باید ستفاده نمود و دقت شود که نمونهفالکون استریل شده ا

انجام شده و پس از های فالکون بعد از بازکردن درب لوله سرعتبه

 ها بلافاصله محکم بسته شود. انجام کار درب آن

 حلال آلی و تولیدکننده پروتئاز: به مقاوم باکتریایی سویه انتخاب

برتانی غنی  -های مقاوم به حلال آلی توسط محیط کشت لوریاسویه

که تولوئن  صورت به این شده با تولوئن و سیکلوهگزان جداسازی شدند.

ترتیب و ( بهv/v) درصد 30و  10های نهایی و سیکلوهگزان در غلظت

لیتر از این میلی 20بعد از اتوکلاو محیط به آن اضافه شدند. مقدار 

لیتر ریخته شده و میلی 250های کشت به حجم سکها در فلامحیط

 آلی با درپوش منظور جلوگیری از تبخیر حلالدرب فلاسک به

chloroprene-rubber شد مسدود (Badoei-Dalfard و Karami، 

درجه  45ساعت دردمای  48مدت ها به. پس ازآن فلاسک(2013

منظور ها بهدور بر دقیقه انکوبه شدند. سپس سویه 100گراد و سانتی

های تند. نمونههمان شرایط کشت انتقال یافهای آلی بهسازش با حلال

 Skimهای اسکیم میلک آگار )شده و روی پلیت رقیق شده، تکرار کشت

Milk Agar) وسیله تکرار های رشدیافته بهپخش شدند و سپس کلنی

شده از نظر  های خالصهای خطی خالص شدند. پس از آن کلنیکشت

مشخص ها آن توسط پروتئاز تولید گرفته تا میزان قرار مورد بررسی کیفی

کشت داده شده و   SMAها روی محیطشود. به این صورت که کلنی

ساعت انکوبه شدند. در این  48مدت گراد بهدرجه سانتی 37دردمای 

سویه قادر به  8سویه مقاوم به حلال آلی شناسایی شد که  16مرحله 

ترین قطر هاله شفاف ای که بیشتولید پروتئاز بودند. در نهایت سویه

های بعدی انتخاب شد. علاوه بر این میزان داد برای آزمایشرا تشکیل 

 نیز بررسی شد.   تولید پروتئاز توسط این سویه

ابتدا یک لوپ از  سازی شرایط محیط کشت:تولید آنزیم و بهینه

سوش موردنظر که روی محیط نوترینت آگار رشد کرده بود برداشته 

انکوباتور شیکردار کشت منتقل شد. سپس در و به محیط مایع پیش

 قهیدور بر دق 120گراد و درجه سانتی 37  با شیک دورانی دردمای

ساعت قرار داده شد. بعد از تکثیر باکتری در محیط پیش 24مدت به

درصد حجم محیط تولید، در شرایط استریل  10تا  5میزان کشت، به

 هایکشت به محیط تولید انتقال داده شد. سپس محیطمحیط پیش از

منظور تولید آنزیم پروتئاز در انکوباتور شیکردار با شیک دورانی به تولید

ساعت  48مدت به قهیدور بر دق 120گراد و درجه سانتی 45دردمای 

 قرار داده شدند.

برای تولید  بهینه زمان منظورتعیینبه گرماگذاری: تعیین زمان بهینه

ساعت از محیط  96و  72،48، 24های مختلف آنزیم پروتئاز، در زمان

روش لوری تولید برداشت صورت گرفته و سنجش فعالیت پروتئازی به

منظور بررسی . علاوه بر این به(1951و همکاران،  Lowry)انجام شد 

 گیری شد. آن اندازه  600ODها، ان رشد باکتریایی در این زمانمیز

روی رشد باکتریایی  تهیدیاس اثر بررسی منظوربه بهینه: تهیدیاس تعیین

های تهیدیاسو تولید پروتئاز توسط ایزوله مورد نظر، محیط تولید در 

دست آمده برداشت صورت به تهیه شد و در زمان بهینه 9تا  4بین 

منظور و مورد سنجش فعالیت آنزیمی قرارگرفت. علاوه بر این بهگرفت 

 

 
موقعیت جغرافیایی منطقه چشمه آب گرم قیر در شهرستان  :1شکل 

 دهلران واقع در استان ایلام
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گیری آن اندازه  600ODها، بررسی میزان رشد باکتریایی در این زمان

عنوان میزان تولید ها بهشد. این کار سه مرتبه انجام شد و میانگین آن

 ثبت گردید. تهیدیاسآنزیم در هر 

دمای بهینه برای تولید آنزیم منظور تعیین به تعیین دمای بهینه:

، 45، 40، 37دماهای مختلف ) ها درون محیط تولید درپروتئاز، سویه

و زمان بهینه قرارگرفتند. سپس  تهیدیاسگراد( و در درجه سانتی 50

منظور بررسی میزان گیری شد. علاوه بر این بهفعالیت پروتئازی اندازه

گیری شد. این کار آن اندازه  600ODها، رشد باکتریایی در این زمان

عنوان میزان تولید آنزیم در هر ها بهسه مرتبه انجام شد و میانگین آن

 دما ثبت گردید.

( هرکدام از منابع کربن w/v) % 1 غلظت انتخاب بهترین منبع کربن:

)سوکروز، گلوکز، گالاکتوز، فروکتوز، مالتوز و نشاسته( تهیه شد و 

ردید. بعد از اتوکلاو این منابع به محیط تولید طور جداگانه اتوکلاو گبه

کشت، فاقد سوکروز اضافه شدند. بعد از تکثیر باکتری در محیط پیش

درصد حجم محیط تولید، در شرایط استریل از محیط  10تا  5 میزانبه

های با منابع کربن کشت به محیط تولید انتقال داده شد. محیطپیش

گراد درجه سانتی 37ساعت در دمای  24 مدتحاوی باکتری به مختلف

انکوبه شده و سپس فعالیت پروتئازی و رشد  قهیدور بر دق 120و 

  ها سه مرتبه انجام شدند.گیری گردید. همه آزمایشباکتریایی اندازه

تعیین بهترین منبع نیتروژن،  منظوربه نیتروژن: منبع بهترین انتخاب

دار آلی و معدنی مختلف مخمر در محیط تولید با منابع نیتروژن عصاره

 قلیایی، اسکیم میلک، آمونیوم سولفات محلول کازئین تریپتون، )پپتون،

طور جداگانه ( جایگزین شد. این منابع بهw/v) %5/0و اوره( با غلظت 

اتوکلاو شده و به محیط تولید اضافه شدند. بعد از تکثیر باکتری در 

درصد حجم محیط تولید، در  10تا  5میزان کشت، بهپیشمحیط 

کشت به محیط تولید انتقال داده شد. شرایط استریل از محیط پیش

ساعت  24مدت های با منابع نیتروژن مختلف حاوی باکتری بهمحیط

انکوبه شده و سپس  قهیدق دور بر 120و  گراددرجه سانتی 37در دمای 

ها گیری گردید. همه آزمایشتریایی اندازهفعالیت پروتئازی و رشد باک

  سه مرتبه انجام شدند.

 مراحل تخلیص آنزیم پروتئاز

کشت رشد باکتری در محیط پیش آنزیمی خام: سازی عصارهآماده

گراد درجه سانتی 37، دمای قهیدور بر دق 120دور  با گرماگذاری در

 10تا  5میزان ساعت انجام شد. بعد از این زمان، به 24مدت و به

کشت به درصد حجم محیط تولید، در شرایط استریل از محیط پیش

درجه  37، دمای قهیدور بر دق 120محیط تولید انتقال داده شده و در 

میلی 200لیتر )میلی 800 ساعت انکوبه شد. 72مدت گراد و بهسانتی

لیتر در هر فلاسک ارلن مایر( محیط کشت باکتریایی آماده شده، در 

g×10000 ،4 دست منظور بهدقیقه به 10مدت گراد و بهدرجه سانتی

آنزیمی  آوردن مایع رویی کشت سانتریفوژ شد. این مایع رویی عصاره

 خام خارج سلولی است. رسوب حاوی بقایای سلولی حذف شد.

معرض  در خام آنزیمی عصاره %(: 85) مونیومدهی با سولفات آرسوب

%( قرارگرفت. آمونیوم  85دهی پروتئین کل با سولفات آمونیوم )رسوب

گراد به درجه سانتی 4  دمای هم زدن درهآرامی و با بسولفات باید به

ساعت انجام شد(.  3-4 )این کار در مدت عصاره آنزیمی اضافه شود

سانتریفوژ  آمونیوم، رسوب حاصل به وسیلهکردن سولفات بعد از اضافه

آوری شد دقیقه جمع 10مدت گراد و بهدرجه سانتی g×15000 ،4در 

 حل شد.  8 تهیدیاسمولار، میلی Tris-HCl 20لیتر بافر میلی 10و در 

های دیالیز، ابتدا غشاها کیسه سازی اولیهآماده منظوربه دیالیز نمونه:

از دستکش پلاستیکی )بدون پودر( و قیچی تمیز با دقت و با استفاده 

 1شوند و در حجم زیادی از محلول های مورد نظر بریده میدر اندازه

دقیقه  30مدت کربنات بهمولار سدیم بیمیلی 2و  EDTAمولار میلی

کردن وارد )بدون آرامیکردن محلول، بهخالی شوند. پس ازجوشانده می

شوند. در دیالیز با آب مقطر شسته میهای آسیب به غشاها( کیسه

 EDTAمولار میلی 1دقیقه در محلول  10مدت ها بهبعد کیسه مرحله

%  1/0% اتانول حاوی  20ها در محلول شوند. این کیسهجوشانده می

سازی داری است. پس از آمادهماه در یخچال قابل نگه 6سدیم آزاید تا 

 جداسازی نمک در مقابل بافرمنظور های دیالیز، مخلوط بهکیسه

Tris- HCl20 درجه  4هم زدن ثابت در و با به  8 تهیدیاسمولار، میلی

 ساعت با استفاده از کیسه دیالیز با قطر منافذ 24مدت گراد و بهسانتی

منظور دیالیز بهتر، بافر موردنظر در دیالیز شد. به14000 -10000

  مرتبه تعویض شد. 3طول این مدت 

 DEAEکروماتوگرافی تعویض آنیونی  ستون روی نمونه بارگذاری

 5/2)سفارز  -DEAEشده روی ستون محلول آنزیمی دیالیز سفارز:

بارگذاری شد. این ستون قبل از بارگذاری  متر(سانتی 10× مترسانتی

 تهیدیاسمولار با  میلی Tris-HCl 20خوبی شستشو داده شد و با بافر به

ها، ستون با بافر مربوطه به تعادل رسید. بعد از اتصال پروتئین 8

آوری گردید. لیتر جمعمیلی 2های با حجم شستشو داده شد و فرکشن

آوری شده با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر جمع هایفرکشن جذب

مربوطه تا رسیدن  بافر با ستون شستشوی عمل قرائت شد. نانومتر 280 در

منظور جداسازی ها به صفر ادامه پیدا کرد. سپس بهفرکشنجذب 

 مولار 0-1های متصل شده به ستون از شیب نمکی ناپیوسته پروتئین

NaCl های نمکی در بافر مربوطه ساخته شدند( استفاده شد. )غلظت

گردید و علاوه بر قرائت جذب  آوریجمع لیترمیلی 2 ها به حجمفرکشن

گیری نانومتر اندازه 660ها نیز در یت پروتئازی آننانومتر، فعال 280 در

آوری و تا زمان استفاده برای های فعال از این مرحله جمعشد.فرکشن
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گراد درجه سانتی -20آزمایشات الکتروفورزی و تعیین خصوصیت در 

 داری شد.نگه

سنجش فعالیت پروتئازی با  پروتئازی: فعالیت سنجش روش

با اندکی تغییر انجام شد. Punj (1998 )و  Mattaاستفاده از روش 

میکرولیتر  100میکرولیتر آنزیم و  100مخلوط واکنش شامل 

 مولار،میلی NaOH ،50-% )در بافر گلایسین 2سوبسترای کازئین 

گراد انکوبه درجه سانتی 50 دقیقه در دمای 10مدت ( به10 تهیدیاس

%  TCA 10 میکرولیتر 200شد. پس از این مدت، واکنش با افزودن 

(w/vمتوقف شد. سپس محتویات ویال )خوبی ورتکس شده تا ها به

دقیقه سانتریفوژ شدند.  10مدت به g×10000مخلوط شوند و در 

 500ویال حاوی  به سانتریفوژ از رویی بعد میکرولیتر از مایع 100

میکرولیتر معرف فولین  100مولار و  4/0میکرولیتر سدیم کربنات 

درجه  50دقیقه در دمای  20مدت التو اضافه شد. مخلوط بهسیوک

ها در دمای اتاق جذب گراد انکوبه شد. پس از سرد شدن ویالسانتی

گیری شد. یک بلانک مناسب نانومتر اندازه 660ها در طول موج آن

 TCAهمین روش آماده شد با این تفاوت که آنزیم پس از افزودن به

د. سپس با استفاده از نمودار استاندارد به مخلوط واکنش اضافه ش

گیری و فعالیت شده برحسب میکروگرم اندازه تیروزین آزاد -مقدار ال

آنزیم محاسبه شد. براساس تعریف یک واحد فعالیت آنزیم پروتئاز 

یک  کازئین سوبسترای از قلیایی، مقدار آنزیمی است که بتواند

دقیقه( و در شرایط  10تیروزین در مدت واکنش ) -میکروگرم ال

( آزاد کند و واحد 10 تهیدیاسگراد، درجه سانتی 50آزمایش )دمای 

  شود.دقیقه محاسبه می 10لیتر و در زمان آن در میلی

نمونه توسط روش بردفورد   کل پروتئین غلظت پروتئین: غلظت تعیین

 با استفاده از آلبومین سرم گاوی به عنوان استاندارد تعیین شد.

 های بیوشیمیایی آنزیم خالص شدهویژگیبررسی 

بر فعالیت آنزیم در  تهیدیاساثر بر فعالیت آنزیم:  تهیدیاس اثر

 واحد از یکدیگر  1به فاصله  11تا  4های مختلف، بین تهیدیاس

که فعالیت آنزیم در طیف دلیل اینگیری شد. در این آزمایش بهاندازه

مخلوط استفاده شد. این  شود از بافربررسی می تهیدیاسوسیعی از 

مولار( تشکیل شده است که میلی 50) جز با غلظت برابر 4بافر از 

و تریس.  گلیسین هیدروژن فسفات، سدیم عبارتند از: سدیم استات، دی

طور جداگانه به تهیدیاسلیتر از این بافر برای هر میلی 100برای تهیه 

گرم دی  7/0ت، گرم سدیم استا 67/0های مجزا، مقادیر و در ظرف

گرم تریس، همراه  6/0گرم گلیسین و  37/0سدیم هیدروژن فسفات، 

لیتر آب مقطر حل میلی  80توزین شده و در حدود  NaClگرم  1/0با 

یک نرمال در نقطه   NaOHیا HClبا استفاده از  تهیدیاسشد. سپس 

لیتر میلی 100ها به نظر تنظیم شد. پس از آن حجم محلول مورد

( برای هر نقطه از w/v) %2شد. در نهایت سوبسترای کازئین  رسانده

مانده آنزیم تهیه شد. فعایت باقی تهیدیاسدر بافر مربوط به آن  تهیدیاس

گیری شد. مطابق روش استاندارد سنجش فعالیت اندازه تهیدیاس هر در

در نظر گرفته شد و سایر نتایج براساس  %100حداکثر فعالیت آنزیم، 

 شدند. آن مقایسه

اثر دماهای مختلف بر فعالیت پروتئازی با  اثر دما بر فعالیت آنزیم:

)آنزیم  10 تهیدیاسمولار با میلی NaOH 50-استفاده از بافر گلایسین

آنزیم  ترین فعالیت را دارد( بررسی شد. دمای بهینهدر این بافر بیش

دماهای  گیری فعالیت درپروتئاز در شرایط سنجش استاندارد با اندازه

تعیین شد. آنزیم و سوبسترای کازئین  (20،30،37،40،50،60) مختلف

و در طول سنجش در دمای مربوطه  دقیقه( 10مدت )به قبل از سنجش

درنظرگرفته شد و سایر نتایج  %100گرم شدند. حداکثر فعالیت آنزیم 

  براساس آن مقایسه شدند.

فعالیت آنزیمی در  ها بر فعالیت پروتئازی آنزیم:اثر مهارکننده

 :PMSFها )مولار از برخی مهارکنندهمیلی 10و  5های غلظت

Phenylmethylsulfonyl fluoride مهارکننده سرین پروتئازها،  عنوانبه

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid  )مهارکننده متالوپروتئازها

β-  بررسی قرارمرکاپتو اتانول )مهارکننده سیستئین پروتئازها( مورد 

میکرولیتر از این عوامل در  100میکرولیتر محلول آنزیم و 100 گرفت.

 100دقیقه انکوبه شدند. بعد از گرماگذاری،  10مدت به ᵒC50دمای 

آن  به سوبسترا میکرولیتر 100 و آنزیم برداشته حاوی از مخلوط میکرولیتر

سنجش  شرایط اضافه شد و واکنش آغاز گردید. سپس فعالیت آنزیم در

 گیری شد. تغییرات جذب با استفاده از دستگاهاستاندارد اندازه

دست آمد. به ماندهباقی فعالیت و شد ثبت نانومتر 660 در اسپکتروفتومتر

  گرفته شد. درنظر %100صورت در غیاب مهارکننده به فعالیت آنزیم

آنزیمی در فعالیت  آلی بر فعالیت پروتئازی آنزیم:هایاثر حلال

آلی )اتانول، استون، هایاز برخی حلال (v/vدرصد ) 50و10هایغلظت

مورد  بوتانول( و متانول کلروفرم، سیکلوهگزان، اتر،اتیلدی تولوئن،

 بافر گلایسین در هاحلال این از موردنظر هایغلظت قرارگرفت. بررسی

NaOH 50 میکرولیتر 100ساخته شد.  10 تهیدیاسمولار با میلی

مدت به ᵒC50میکرولیتر از این عوامل در دمای  100محلول آنزیم و 

میکرولیتر از مخلوط 100دقیقه انکوبه شدند. بعد از گرماگذاری ،  10

میکرولیتر سوبسترا به آن اضافه شد و  100حاوی آنزیم برداشته و 

نجش استاندارد واکنش آغاز گردید. سپس فعالیت آنزیم در شرایط س

گیری شد. تغییرات جذب با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

دست آمد. فعالیت مانده بهنانومتر ثبت شده و فعالیت باقی 660در 

 گرفته شد. درنظر %100صورت آنزیم در غیاب مهارکننده به

 رسم شد.  2010Excel نمودارها با استفاده از برنامه
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 نتایج 

 هانمونهکشت 

 های مقاوم به حلال و تولیدکننده پروتئاز:کردن ایزولهغربال

برتانی غنی  -های مقاوم به حلال آلی توسط محیط کشت لوریاسویه

ها با تکرار سپس کشت شده با تولوئن و سیکلوهگزان جداسازی شدند.

های های آلی سازش یافتند. نمونههمان شرایط کشت با حلالانتقال به

پخش شدند و  SMAهای کرارشده، رقیق شده و روی پلیتکشت ت

های خطی خالص تکرار کشت وسیلهیافته به های رشدسپس کلنی

های خالص شده از نظر کیفی مورد بررسی قرار شدند. پس از آن کلنی

در نهایت  ها مشخص شودگرفته تا میزان تولید پروتئاز توسط آن

را تشکیل داد برای آزمایشات   ترین قطر هاله شفافای که بیشسویه

 5روشن اطراف ایزوله شماره  ها هالهبعدی انتخاب شد. در میان آن

تری برخوردار بود بود، از قطر بیشکه از عمق چشمه یک جدا شده 

، از نظر تولید 5که ایزوله شماره (. بنابراین باتوجه به این2)شکل 

 مایشات بعدی انتخاب شد.ها بهتر بود برای آزپروتئاز ازدیگر ایزوله

 

ایزوله مورد نظراز بین چندین  بهینه سازی شرایط رشد باکتری:

گرم ایلام در غرب ایران های آب چشمهایزوله باسیلوس جدا شده از 

است.  گراد داشتند، جدا شدهدرجه سانتی 50تا  45که دمای بین 

های بعدی از این ایزوله، در ابتدای کشت آن سعی منظور استفادهبه

ای که از آن چشمه تهیدیاسشد تا حد امکان شرایط دمایی و می

سازی شرایط محیط است، درنظر گرفته شود. بهینهاستخراج شده 

  کشت باکتری برای تولید مقادیر بالای آنزیم حائز اهمیت است.

بر  سوش موردنظر علاوه کشت: گرماگذاری تعیین زمان بهینه

برای بررسی فعالیت پروتئازی،   SMAآزمایش کیفی بر روی محیط

ساعت  96و  72 ،48، 24 هایدر زمان نیز قرارگرفت. کمی مورد آزمایش

ها صورت گرفت و برداشت پس از تلقیح، در شرایط استریل برداشت

 3شکل  طورکه درهمان مورد سنجش فعالیت پروتئازی قرارگرفتند.

ترین ساعت گرماگذاری  بیش 72شده است باکتری در زمان  داده نشان

 را نشان داد.رشد سلولی و فعالیت پروتئازی 

های کشت با تولید آنزیم در محیط کشت: بهینه تهیدیاستعیین 

جاکه در طی های مختلف نیز مورد بررسی قرار گرفت. از آنتهیدیاس

دلیل متابولیسم باکتری و تغییر ترکیبات محیط کشت به باکتری کشت

محیط کشت وجود دارد، برای جلوگیری از این  تهیدیاسامکان تغییر 

بر تولید پروتئاز، از بافر  تهیدیاستغییر و از بین بردن خطا در تاثیر 

مولار )تریس، استات، فسفات و گلیسین( در محیط میلی 50مخلوط 

تنظیم شد.  4-10 های مختلف بینتهیدیاسدر  که گردید کشت استفاده

ساعت )زمان بهینه گرماگذاری( از تلقیح ، فعالیت پروتئازی  72پس از 

ولید پروتئاز مربوط حداکثر ت گیری شد. در باکتری مورد آزمایشاندازه

تر میزان تولید آنزیم های بالاتر و پایین تهیدیاسبود. در  7 تهیدیاس به

ای است چشمه تهیدیاسنزدیک به  تهیدیاس(. این 4یافت )شکلکاهش 

، پروتئاز تولید تهیدیاسدر این  بود. احتمالاًکه باکتری از آن جدا شده 

 باشد.تر میمناسبشده پایداری بالایی دارد و رشد باکتری 

 

 
 SMA: بررسی کیفی تولید پروتئاز توسط باکتری روی محیط کشت 2شکل 

 دهد.علت تولید پروتئاز توسط سویه نشان میشفاف هیدرولیز کازئین را به هاله

 

 
بر تولید آنزیم پروتئاز در محیط  گرماگذارینمودار تاثیر زمان  :3شکل

 .Bacillus sp کشت باکتری
گرماگذاری  ساعت 72ترین میزان تولید پروتئاز و رشد سلولی در زمان با توجه به شکل بیش

 دست آمد.به
 

 

 
 بر تولید آنزیم پروتئاز در محیط کشت باکتری تهیدیاسنمودار تاثیر : 4شکل 

ست باکتری بیشهمان شده ا شان داده  ترین میزان تولید پروتئاز و نیز طورکه در شکل ن

 داشت.  7 تهیدیاس رشد سلولی را در
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آنزیم باید دمای تولید مقدار زیاد  منظوربهتعیین دمای بهینه کشت: 

های رشدکرده کار، باکتریدست آید. برای اینبهینه برای تولید هم به

کشت، به محیط تولید افزوده شده و در دماهای بین در محیط پیش

 7محیط تولید  تهیدیاسگرفتند.  گراد قراردرجه سانتی 60تا  37

 ساعت از زمان تلقیح برداشت صورت گرفت 72انتخاب شد و پس از 

ترین تولید که بیش نتایج نشان داد گیری شد.و فعالیت پروتئازی اندازه

گراد است و تولید آنزیم در دمای بین درجه سانتی 37آنزیم در دمای 

و  55( مناسب است. در دمای 5گراد )شکل درجه سانتی 47تا  37

گراد باکتری رشد اندکی دارد و با تعداد اندك باکتری درجه سانتی 60

 محیط کشت، تولید آنزیم بسیار کم است.در 

تأثیر  اثر منابع کربن و نیتروژن برتولید پروتئاز توسط ایزوله:

منابع کربن ازجمله مونو، دی و پلی ساکاریدها بر رشد سلول و تولید 

پروتئاز قلیایی بررسی شد. نتایج نشان داد که اثر منابع کربن مختلف 

طورکه انبر تولید پروتئاز خارج سلولی توسط ایزوله متفاوت است. هم

نشان داده شده است میزان تولید پروتئاز توسط ایزوله در  6در شکل

ترتیب بسیار بالاتر از سایر منابع بوده و در حضور نشاسته و سوکروز به

 تر است.حضور گالاکتوز از دیگر منابع بسیارکم

تأثیر منابع نیتروژن مختلف بر رشد سلول و تولید پروتئاز قلیایی 

عنوان منبع کربن بررسی محیط تولید حاوی سوکروز بهبا استفاده از 

شد. نتایج نشان داد که ایزوله در تمام منابع نیتروژن آلی و معدنی 

که در عصاره مخمر، پپتون، طوریتولید پروتئاز خوبی داشته است به

مقدار مساوی موجب تولید کازئین محلول قلیایی و سولفات آمونیوم به

 (.7از شده است )شکل ترین میزان پروتئبیش

 

 
 اثر منابع نیتروژن مختلف بر رشد باکتری و فعالیت پروتئازی :7شکل 

Tr :Tryptone ،pep :Peptone،:YE Yeast Extract ،SM :Skim Milk ، Cas: Casein ،AS :
Ammonium Sulfate 

 

 5 منظور تشخیص جنس ایزوله شمارهبه تشخیص جنس باکتری:

ابتدا آزمایش گرم انجام گرفت و مشخص شد که این ایزوله گرم مثبت 

های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی (. در مرحله بعدی آزمون8)شکل است

دادکه این ایزوله کاتالاز مثبت نجام گرفت. نتایج نشان روی این ایزوله ا

بوده و توانایی هیدرولیز نشاسته و کازئین را دارد اما آزمون هیدرولیز 

گراد درجه سانتی 55و  50، 45ژلاتین آن منفی بود. ایزوله در دماهای 

ها با استفاده از منابع موجود از توانایی رشد دارد. نتایج این آزمایش

های ها برای جنسنتیجه این تست راهنمای برگی که در آن جمله

به جنس  5دهد که ایزوله باکتریایی مختلف آورده شده است نشان می

باسیلوس اختصاص دارد.

 

 
 رینمودار تاثیر دما بر تولید آنزیم پروتئاز در محیط کشت باکت: 5شکل 

Bacillus sp. 
 ر محدودهگراد دارد. ددرجه سانتی 37ترین میزان تولید پروتئاز را در دمای باکتری بیش

 ایزوله مناسب است.گراد تولید پروتئاز توسط درجه سانتی 47تا  37دمایی 

 

 

( بر رشد باکتری و تولید پروتئازهای w/v %5/0اثر منابع کربن ) :6شکل 

 قلیایی توسط ایزوله
دور بر  120ساعت و  24مدت گراد بهدرجه سانتی 37ها بعد از گرماگذاری در دمای نمونه

 ند.بررسی شدمنظور تعیین میزان رشد باکتریایی و فعالیت پروتئاز قلیایی ، بهقهیدق
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در این پژوهش از  تخلیص و سنجش فعالیت پروتئازی آنزیم:

دیالیز و کروماتوگرافی تعویض  آمونیوم، با سولفات دهیرسوب هایروش

آنزیمی  سفارز برای تخلیص آنزیم استفاده شد. عصاره-DEAEآنیونی 

 قرار%(  85) دهی با سولفات آمونیومخارج سلولی در معرض رسوب خام

 نشان داده شده است بازده و مرتبه 1 طورکه در جدولگرفت. همان

 9ل بود. در شک 17/2% و  74ترتیب تخلیص بعد از این مرحله به

اتوگرام نتایج حاصل از ستون کروماتوگرافی نشان داده شده است کروم

یک قله قبل از اعمال شیب نمکی و دو قله با فعالیت پروتئازی  دارای که

حاصل از این مرحله دارای فعالیت  بعد از نمک است. محلول آنزیمی بالا

  (.1بود )جدول %38و بازده  36/8تخلیص  ، مرتبه91/350 ویژه

نتایج  10ها انجام شد. شکلالکتروفورز برای تمام فرکشن ژل       

ترین الکتروفورز مربوط به مایع رویی محیط کشت و دو قله دارای بیش

از ستون اول  5/0و  4/0های نمکی زی مربوط به غلظتفعالیت پروتئا

کنید طورکه مشاهده میدهد. همانکروماتوگرافی را نشان می

 کروماتوگرافی تعویض آنیونی قادر به تخلیص جزیی آنزیم شده است.

 های بیوشیمیایی آنزیم پروتئاز مطالعه ویژگی

در بررسی اثر بر فعالیت و پایداری آنزیم:  تهیدیاسبررسی اثر 

مشخص شده 11طورکه در شکل بر فعالیت آنزیم، همان تهیدیاس

چنین آنزیم هم .ترین فعالیت را داردبیش 10 تهیدیاس است، آنزیم در

  .نیز فعالیت بالایی را  نشان داد 11تا  7بین  تهیدیاسدر محدوده 
   

  .Bacillus sp: مراحل تخلیص آنزیم پروتئاز مربوط به باکتری1جدول 

DEM05

 
 

 
 سفارز -DEAE: کروماتوگرام مربوط به کروماتوگرافی تعویض آنیونی 9شکل 

را نشان  NaClمولار نمک  1تا  0های متصل شده بعد از اعمال غلظت جدا شدن پروتئین

های متصل نشده قبل از شروع غلظت نمکی از ستون خارج دهد. در این شکل، پروتئینمی

است شوند. پروتئاز به ستون متصل شدهدر نمودار مشاهده می 1قله  صورتاند که بهشده

 شود.مولار از ستون خارج می 5/0تا  4/0( و با استفاده از غلظت نمک2و3)قله 
 

 
آوری شده پس از های جمعژل الکتروفورز مربوط به فراکشن :10شکل 

 مولار 1-0کروماتوگرافی تبادل آنیونی و غلظت نمك  

: 2. 5/0ن دارای فعالیت پروتئازی بالا مربوط به خروجی ستون با غلظت نمکی : فرکش1

: مایع 3. 4/0فرکشن دارای فعالیت پروتئازی بالا مربوط به خروجی ستون با غلظت نمکی 

کیلودالتون( و سرم آلبومین  29)کربنیک انیدراز ) مولکولی وزن مارکر :4 رویی محیط کشت.

 کیلو دالتون(. 66)
 

 

 بر فعالیت پروتئاز تهیدیاساثر   :11 شکل

طورکه در شکل بر فعالیت پروتئازی بررسی شد. همان 11تا  4از  های مختلفتهیدیاساثر 

 .مشاهده شد 10 تهیدیاس ترین فعالیت پروتئازی درنشان داده شده است بیش

 
 تصویر میکروسکوپ نوری گونه باکتریایی از جنس :8شکل 

 Bacillus sp.  آمیزی گرمپس از رنگ 

 مثبت بودن آن است.دهنده گرم رنگ بنفش سویه نشان
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دما بر فعالیت پروتئازی  اثر آنزیم: فعالیت و پایداری دما بر اثر بررسی

درجه  70تا  20گیری فعالیت آنزیمی در دماهای مختلف ازبا اندازه

گراد درجه سانتی 50گراد آزمایش شد. دمای بهینه این آنزیم سانتی

 (. 12بود )شکل 

نتایج حاصل از بررسی آلی بر فعالیت آنزیم: هایبررسی اثر حلال

آلی مختلف نشان داد که های( حلالv/v) %50و  %10های غلظت

حفظ ها فعالیت خود را تقریباًاز این حلال %10آنزیم در برابر غلظت 

کلروفرم و  %10مانده آنزیم در برابر غلظت کرده است. فعالیت باقی

سیکلوهگزان تحت تأثیر قرار نگرفته، در برابر اتانول، تولوئن، متانول و 

% و  88ترتیب اتر افزایش یافته و در حضور استون و بوتانول بهاتیلدی

از تولوئن، استون،  %50% بود. فعالیت آنزیمی درحضور غلظت  94

ترتیب اتر، اتانول، متانول، بوتانول و کلروفرم بهاتیلسیکلوهگزان، دی

مانده بود. فعالیت باقی %38% و  %42،  50 %، %75،  %77،  79 %، 81 %، 90

 نشان داده شده است. 13 شکلآلی در هایآنزیم در حضور حلال

 طورکه در شکلهمانها بر فعالیت آنزیم: بررسی اثر مهارکننده

ها بر فعالیت نشان داده شده است نتایج بررسی اثر مهارکننده 14

از فعالیت خود را در غلظت  %99 آنزیم مشخص کرد که آنزیم تقریباً

دهد آنزیم خالص از دست داده که نشان می EDTAمولار میلی 10

مولار میلی 10شده یک متالوپروتئاز است. فعالیت آنزیمی در غلظت 

 مقدار کم نسبت به کنترل افزایش یافته است.بتا مرکاپتواتانول به
 

 
 ها بر فعالیت پروتئازاثر مهارکننده :14شکل 
( ■) 10و ( □) 5)در دو غلظت  M β-و EDTA ,PMSFهای هر یک از مهارکننده

انکوبه  ºC 50دقیقه با آنزیم در دمای  10مدت قبل از سنجش فعالیت، به مولار(میلی

 EDTAمولار میلی 10گیری شد. آنزیم در حضور غلظت شدند و سپس فعالیت اندازه

 طور کامل مهار شد.به

 

 بحث  

گرم نه تنها در برابر های آبهای زنده در چشمهمیکروارگانیسم       

متفاوت محیط وترکیبات شیمیایی  تهیدیاسدمای بالا، بلکه در برابر 

تر های موجود، پروتئازهای قلیایی بیشبین آنزیمدر . خاص مقاومند

توانند در برابر دمای بالا، تغییر ها میاند زیرا آنمورد توجه قرارگرفته

راحتی در توانند بهکنند و بنابراین میو فلزات سمی مقاومت تهیدیاس

های پیچیده و مصنوعی رشد کنند. در حال حاضر تعداد زیادی محیط

دلیل توانایی درتولید لیایی تجاری از گونه باسیلوس بهاز پروتئازهای ق

زیاد پروتئاز قلیایی، داشتن فعالیت پروتئولتیک قابل توجه و  مقدار

 Kalisz)دست آمده است و درجه حرارت بالا به تهیدیاسپایداری در 

. با توجه به تقاضای صنعت به پروتئازهای قلیایی (Fisher ،1988و 

 ،های آلی، دما و حلالتهیدیاسبسیار فعال با ویژگی بالا و پایداری 

با توجه به  یابد.های جدید تداوم میتحقیقات برای شناسایی آنزیم

 بالاتری از مقاومت در برابر شرایط با درجه جدید هایآنزیم یافتن اهمیت

های آلی، در پژوهش حاضر جداسازی حدی ازجمله حضور حلال

 پروتئاز از چشمه باسیلوس مقاوم به حلال آلی قلیادوست تولیدکننده

آب گرم قیروان در استان ایلام و تخلیص پروتئاز مربوطه با استفاده از 

بیوشیمیایی و تعیین خصوصیات آنزیمی آن انجام شد. ایجاد  هایروش

 

 

 اثر دما بر فعالیت پروتئاز :12شکل 
 بررسی شد و مشخص شد که آنزیم 10 تهیدیاس فعالیت آنزیمی در هر یک از دماهای فوق در

 گراد دارد.درجه سانتی 50ترین فعالیت را در دمای بیش
 

 

 های آلی بر فعالیت پروتئازلاثر حلا :13شکل
در محلول آنزیم( در  v/v  (■)%50و  )□( %10آلی مختلف )هایحلال آنزیم خالص شده با

گیری شد. فعالیت مانده اندازهدقیقه پیش انکوبه شد و سپس فعالیت باقی 10 مدتبه ºC  50دمای

 درنظر گرفته شد. %100آنزیم در غیاب حلال آلی 
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تولید  SMAهای رشد یافته روی محیط کشت شفاف اطراف کلنی هاله

مقدار زیادی پروتئاز خارج سلولی را توسط این باکتری تایید کرد. 

ترین مقدار منظور تولید بیششرایط بهینه برای رشد باکتریایی به

ساعت  72و  7 تهیدیاسگراد، ه سانتیدرج 37دمای  پروتئاز در

های بارز پروتئاز خالص شده از این گرماگذاری بود. ازجمله ویژگی

تر برای آن نسبت به های تخلیص سادهکار بردن روشسویه به

سازی این که برای خالصطوریباشد. بهها میپروتئازهای سایر سویه

. ستون 2مونیوم سولفات و . رسوب دهی با آ1پروتئاز تنها از دو مرحله: 

نتایج، فعالیت پروتئازی  سفارز استفاده شد. -DEAEتعویض آنیونی 

پس  NaClمولار 5/0و  4/0فرکشن های جداسازی شده توسط غلظت 

سفارز را تایید کرد و نیز بررسی الکتروفورز ژل  -DEAEاز ستون 

( برای این SDS-PAGEآکریل آمید در شرایط واسرشتگی )پلی

سازی جزئی ترین فعالیت پروتئازی، خالصهای دارای بیشفرکشن

و  Venugopal، (2005) و همکاران Patelآنزیم پروتئاز را تایید کرد. 

Saramma (2007) ،Jellouli ترتیب موفق به به (2011) و همکاران

باسیلوس قلیادوست، باسیلوس  یک گونه از قلیایی پروتئاز یک جداسازی

 (2011و همکاران،  Jellouli)، باسیلوس لکنی فورمیس  سیرکولانس

 Jellouli)و پروتئاز خارج سلولی مقاوم به گرما از باسیلوس پلی میکسا 

چنین پروتئاز بسیار قلیایی شدند. محققان هم (2011و همکاران، 

، (2010و همکاران،  Deng) باسیلوس سورفاکتانت از یک گونه مقاوم به

و دترجنت را از باسیلوس سرئوس با وزن  و پروتئاز مقاوم به حلال

درگام بعدی  .(Sierecka ،1998) کیلودالتون نشان دادند 28مولکولی  

ت فیزیکی و شیمیایی این پروتئاز مورد مطالعه قرارگرفت. خصوصیا

 تهیدیاسمحدوده  در بالایی شده فعالیت که پروتئاز خالص نشان داد نتایج

گزارش 10 تهیدیاسترین میزان فعالیت آن در دارد و بیش 7-11بین 

شد. با توجه به مقالات پروتئازهای ترشح شده در شرایط قلیایی از 

 ،8 تهیدیاس در (2007و همکاران،  El Hadj-Ali) باسیلوس سرئوس

 (2005همکاران،  و Ghorbel-Frikha) گونه باسیلوس گرمادوست یک از

باسیلوس گرمادوست و قلیادوست  ، از یک گونه5/8 تهیدیاس در

(Hutadilok-Towatana  1999همکاران،  و) های گونه ، از9 تهیدیسا در

، از یک گونه باسیلوس 9 تهیدیاس در (Devi ،2005و  Naidu) باسیلوس

(Kaur  ،2001و همکاران) از باسیلوس مجاونسیس 6/9 تهیدیاس در ،

(Beg  وGupta ،2003) باسیلوس  ، از یک گونه5/10 تهیدیاس در

، 11 تهیدیاس در (Naik ،2001و  Johnvesly) گرمادوست و قلیادوست

 5/11 تهیدیاس در (2004و همکاران،  Kumar) کلوسی باسیلوس از

های متنوع جداسازی شدند. پروتئازهای تجاری از میکروارگانیسم

 دهند. نشان می  8-12 تهیدیاس بیشینه فعالیت را در

تجاری که پیش  پروتئازهای در طیف مطالعه بنابراین پروتئاز مورد       

گیرد که این موضوع از لحاظ بیوتکنولوژی اند قرار میشده گزارش این از

گراد درجه سانتی 50پروتئاز مورد مطالعه در دمای  اشد.بتوجه میقابل

خود نشان داد. با توجه به مقالات پروتئازی  ترین فعالیت را ازبیش

، Sarammaو  ºC40 (Venugopalتوسط باسیلوس سیرکولانس در 

 (،Punj ،1998و  Matta) ºC 50، باسیلوس پلی میکسا در(2007

 ، یک گونه(Devi، 2005 و Naidu) ºC 55های باسیلوس درگونه

 لاکتو و (2005 همکاران، و Ghorbel-Frikha) سرئوس باسیلوس

و  ،ºC60 در (2008و همکاران، Valasaki) هلونتیکوس باسیلوس

 (2009و همکاران،  Akel) HUTBS71 گرمادوست سویهباسیلوس 

و  Johnvesly)باسیلوس گرمادوست و قلیادوست  ، یک گونهºC65 در

Naik ،2001)  یک گونه باسیلوس گرمادوست(Kaur  ،و همکاران

 باسیلوس گرمادوست و قلیادوست و یک گونه ،ºC 70در  (2001

(Beg  وGupta ،2003)  درºC 75مقدار زیاد تولید شد. این ویژگی ، به

پروتئاز  آن در صنایع مختلف شود. تواند سبب کاربرد گستردهآنزیم می

های آلی مختلف فعالیت حلال % 10( v/vخالص شده در برابر غلظت )

دراتانول، متانول، تولوئن و دی خود را حفظ کرد و  فعالیت پروتئازی 

( 2010)و همکاران  Shahتر از مقدارکنترل بود. اتیل اتر حتی بیش

های غیرقابل امتزاج حلال وسیلهگزارش کردند که فعالیت پروتئازی به

های قابل امتزاج درآب افزایش جز بوتانول درمقایسه با حلالهدرآب ب

گزادکان، هگزان، سیکلواکتان، درحضور دکان، ه پروتئازی فعالیت یافت.

تولوئن و بنزن بالاتر بود. از طرف دیگر فعالیت پروتئازی در حضور 

 DMSO% فعالیت( و  70های قابل امتزاج درآب مانند اتانول )حلال

کننده اختصاصی سرین پروتئازها مهار % فعالیت( کاهش یافت. 80)

(PMSF) ری یچ تاثیبر فعالیت پروتئاز خالص شده در این تحقیق ه

 تقریباEDTAً مولارمیلی 10که آنزیم توسط غلظت حالینداشت، در

دهد این آنزیم یک متالو پروتئاز طورکامل مهار شد که نشان میبه

نشان دادند که یک آنزیم پروتئاز Punj (1998 )و   Mattaاست.

. در مهار شد EDTAکننده فلز توسط عامل کلاته جداسازی شده قویاً

-1،10و  EDTAهای فلز کنندهمشخص شد که کلاته تحقیق دیگری

phenanthroline های دادند. این آنزیم را نشان قوی فعالیت آنزیمی مهار

مولار میلی 10و  EDTAمولار میلی 10درحضور غلظت  %90 پروتئاز تا

1،10-phenanthroline عنوان توان بهها را میمهار شدند. بنابراین آن

با توجه  .(2002و همکاران،  Hawumba)بندی کرد متالوپروتئاز طبقه

به پتانسیل بالای این آنزیم در تحمل شرایط حدی مانند دمای بالا، 

کاربردهای صنعتی  های آلی امکانقلیایی و غلظت بالای حلال تهیدیاس

در آینده وجود  شوینده پزشکی، بیوتکنولوژی و صنایع در برای این آنزیم

 خواهد داشت. 
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 قدردانیتشکر و 
دلیل حمایت مالی نویسندگان مقاله از دانشگاه رازی کرمانشاه به       

 کنند.در انجام این پروژه تشکر و قدردانی می
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