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 1397 مهرتاریخ پذیرش:            1397 تیر تاریخ دریافت:

 چکیده

درصد از بازار  ۶۰که حدود یطوربهفناوری دارند. یستزهای صنعتی هستند که کاربردهای زیادی در یمآنزین ترپرمصرفپروتئازها             

دلیل رشد سریع، سهولت کشت، دستکاری ژنتیکی در جهت تولید بهینه آنزیم، ها بهیکروبماند. خود اختصاص دادههای صنعتی را بهجهانی آنزیم

ی آب هاچشمهی باسیلوس گرمادوست مولد آنزیم پروتئاز از هاگونهروند. این مطالعه با هدف جداسازی یممار شاز منابع عمده تولید پروتئازها به

جداسازی و شناسایی اولیه  منظوربه ها انجام شده است.گرم محلات واقع در استان مرکزی و ارزیابی قابلیت تولید آنزیم پروتئاز در این گونه

ی بیوشیمیایی استفاده شد. وجود ژن پروتئاز هاآزمونهمراه با  Skim milk agarلیت پروتئولیتیک از محیط کشت های دارای فعایکروارگانیسمم

تکثیر و تعیین توالی  PCRبه روش  SrRNA 1۶ی باکتریایی ژن هاگونهبررسی گردید و جهت تشخیص  PCRی باکتریایی با روش هاگونهدر 

گونه باکتریایی توسط  ۹شناسایی گردید.  فعالیت پروتئاز ازنظرگرفت و بهترین گونه باسیلوس  لوری صورتروش گردید. سنجش فعالیت پروتئاز به

گونه  SrRNA ،۷ 1۶ی برتر مولد آنزیم پروتئاز جداسازی شدند. در بررسی بیان ژن پروتئاز و توالی یابی ژن هاگونه عنوانبهی بیوشیمیایی هاتست

در دمای  BN2و  DA3 ،DA2ترتیب سه گونه باکتریایی ی باسیلوس نشان دادند. در سنجش فعالیت آنزیم بههاگونهبا ترین قرابت را باکتریایی بیش

رسد استفاده از یمنظر توجه به کاربردهای فراوان آنزیم پروتئاز در صنعت به با ترین فعالیت را داشتند.بیش ۸معادل  pHدر  گراد ودرجه سانتی ۴۷

 نیازی کشور به واردات این محصول مفید واقع شود.یبتواند در دستیابی به تولید بالای آنزیم پروتئاز و یمهای محلی یهسو

 آنزیم پروتئاز، پروتئولایتیک، باسیلوس، مقاومت گرمایی، جداسازی  کلیدی: کلمات

 hosseinida@yahoo.com: * پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

ها های اخیر شاهد افزایش اساسی در استفاده از آنزیمدر سال        

ایم. پروتئازها )پپتیداز یا پروتئیناز( عنوان کاتالیزورهای صنعتی بودهبه

. (2017 و همکاران، Yildirim) دهندتشکیل می را هاآنزیم از بزرگی گروه

توسط طیف وسیعی  دشدهیتول صنعتی یهامیآنز نیترجالب پروتئازها از

 Haddar) باشندیم هاکپکو  هاقارچ ،هایباکتر مانند هاسمیکروارگانیم از

 تبدیل باعث که هستند ییهامیآنز پروتئازها .(2010 و همکاران،

 Sharma) گردندیمی پروتئین به پپتیدها و اسیدهای آمینه هامولکول

سنتز پپتید،  ازجملهدر صنایع متعدد  پروتئازها .(Tiwari  ،2005و

 کاربردهای فراوانی دارند. هاندهیشوو  فرآوری پروتئین، غذایی، دارویی

در محیط آبی پیوندهای پپتیدی را هیدرولیز کرده و در  هامیآنز نیا

های . باوجود تفاوتشوندیمباعث تشکیل پیوند پپتیدی  آب حضور عدم

بسیار ازنظر شکل و عملکرد، اساس تجزیه پیوند پپتیدی توسط همه 

ساز صورت یک پیشبه پروتئازها در ابتدا تربیش پروتئازها یکسان است.

شرایط محیطی مانند  در که با تغییراتی باشندنام زیموژن میغیرفعال به

؛ Schilling ،2008) شوندپپتید(، فعال می) اتصال یک مولکول کوچک

Mamett  وCraik ،2005). طبیعی، خارج  طوربهی میکروبی پروتئازها

مستقیم توسط تولیدکننده به محیط مایع ترشح  طوربهسلولی بوده و 

، هاعلت رشد سریع میکروبی میکروبی بهپروتئازها چنینهم .شوندیم

. به شوندیمی تخمیری تولید هاروشکوتاهی با  نسبتاً زمانمدتدر 

همین دلیل است که نسبت به انواع حیوانی و گیاهی ارجحیت داشته 

ی هایباکتربین  در یکروبی دارند.م منشأی موجود پروتئازهاو اکثر 

 اختصاصی دکنندگانیتول عنوانبه هاباسیلوس پروتئاز، دکنندهیتول

سوبتیلیس  لوسیباس .(2007همکاران،  و Oskouie) باشندیم پروتئازها

 طوربهکه  باشدیمی شکل الهیمی، گرم مثبت و خاکزیک باکتری 

ی بالا به هاغلظتی مختلف را با هانیپروتئطبیعی مقادیر فراوانی از 

برابر شرایط  در سوبتیلیس لوسیباس. دینمایمکشت ترشح  درون محیط

ی باسیلوس هوازی یا سازگار با هاگونه .باشدیم مقاومسخت محیطی 

 Dubal) اندی آزاد و ساپروفیتزندگ دوو شامل هر  اندیهوازیبشرایط 

ی گرم هایباکتر. در مقایسه با (Sekhon ،2010؛ 2008و همکاران، 

 باسیلوس یباکتر ،(E. coli) اشرشیاکلی مانند شده شناخته منفی

 GRAS (Generally recognized سمیارگانیک  عنوانبهسوبتیلیس 

as safe) عنوانبهاین باکتری  امروزه دلیل همینبه .شودیم درنظر گرفته 

ی هانیپروتئ تولید برای ژن بیان و سازیکلون منظوربه مناسب میزبان یک

 همکاران، و Yaman) است قرارگرفته موردتوجه ترشحی هترولوگ

های باسیلوس هدف از این پژوهش جداسازی و غربالگری گونه (.2004

 ی آب گرم محلات است.هاچشمهپروتئاز مقاوم به گرما از  دکنندهیتول

 هامواد و روش

پروتئاز  دکنندهیتول یهایباکتر جداسازی و نمونه یآورجمع       

چشمه آب گرم  5ی مورد بررسی از خاک هانمونه: مقاوم به گرما

ی گردید. از هر نمونه آورجمعمحلات واقع در استان مرکزی  شهرستان

لیتر سرم فیزیولوژی میلی 10برداشته و به فالکن حاوی  تریلیلیم 1

میکرولیتر از سرم فیزیولوژی حاوی هر  100انتقال داده شد. سپس 

)مرک، نمونه برداشته و به فالکن حاوی محیط کشت نوترینت براث 

 گراددرجه سانتی 47در انکوباتور  هافالکنشد. سپس  داده انتقال آلمان(

ساعت قرار داده شدند. جهت غربالگری  72مدت به 140با دور 

ی ترموفیل اسپوردار از حمام آب گرم استفاده شد و محیط هایباکتر

 15تا  10مدت گراد بهدرجه سانتی 80کشت حاوی نمونه در دمای 

های باسیلوس از خصوصیات دقیقه قرار داده شد. جهت تشخیص گونه

اده شد. برای بررسی ی بیوشیمیایی مرسوم استفهاتست و مورفولوژیکی

شده از  های باکتریایی جداسازیآنزیم پروتئاز توسط گونه تولید توانایی

)های مدیا( و اسکیم میلک آگار آلمان( )مرک، محیط کشت ژلاتین آگار

 .(1984و همکاران،  Sneath؛ Finegold ،1990و  Baron) استفاده شد

پروتئاز در  جهت بررسی وجود ژن: بررسی وجود ژن پروتئاز       

ژن پروتئاز استفاده  PCRمولکولی  باکتریایی موردنظر از روش هایگونه

)مرک، آلمان( شد. ابتدا باکتری بر روی محیط کشت نوترینت براث 

گراد درجه سانتی 47ساعت در دمای  24مدت کشت داده شد و به

دور سانتریفیوژ  4000دقیقه در  5مدت انکوبه شد. کشت باکتریایی به

باکتریایی با استفاده از  DNAمایع رویی دور ریخته شد. استخراج  و

صورت گرفت. (Cat.No.881613)  کیت استخراجی شرکت سینا کلون

نانودراپ بررسی  با استفاده از شدهاستخراجژنومی  DNA کیفیت و کمیت

زیر طراحی  صورتبهی مربوط به ژن پروتئاز قلیایی ها مریپراگردید. 

 پرایمر برگشت با توالی و شدند )سیناژن، ایران(. پرایمر رفت با توالی
F: 5´-AGGAGGACAGGCGATGGCGCAGTCCGTG- 3´  
R: 5´ -AAATGGATCCTTACTGAGCTGCCGCCTGTAC- 3´ 

Takenaka) ،واکنش (. 2011و همکارانPCR  میکرولیتر  25در حجم

میلی  dNTP (10میکرولیتر  PCR (10X) ،1میکرولیتر بافر  5/2شامل 

 Taqمیکرولیتر  5/0، (مولارمیلی 50) 2MgClمیکرولیتر  2، (مولار

DNA polymerase 10)میکرولیتر از هر پرایمر  1، (یناژن، ایران)س 

 PCRالگو انجام شد. در ادامه واکنش  DNAمیکرولیتر  3و  (مولارمیلی

دقیقه  5با شرایط دمایی  (BIO RAD C1000)در دستگاه ترموسایکلر 

 34گراد و در ادامه درجه سانتی 95واسرشت شدن ابتدایی در دمای 

 1مدت گراد بهدرجه سانتی 95چرخه شامل واسرشت شدن در دمای 

دقیقه، طویل  1مدت گراد بهدرجه سانتی 56دقیقه، اتصال در دمای 

ت طویل یدرنهادقیقه و  1مدت گراد بهدرجه سانتی 72شدن در دمای 
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انجام شد.  دقیقه 10مدت گراد بهدرجه سانتی 72دمای  شدن نهایی در

منتقل و الکتروفورز گردید. محصول  درصد 1به ژل آگارز  PCR محصول

PCR در کره جنوبی ارسال  ماکروژنتعیین توالی به شرکت  منظوربه

 و دریافت گردید.

برای : روش مولکولیهای باکتریایی بهشناسایی گونه       

 16Sژن  PCR از روش مولکولی موردنظرهای باکتریایی شناسایی گونه

rRNA  .16تکثیر ژن  منظوربهاستفاده شدS rRNA ی رفت هایمرپرااز

و پرایمر  F: 5՜-CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG-3՜با توالی 

 R: 5՜- TAC CAG GGT ATC TAA TCC -3՜برگشت با توالی 

 همکاران، و Navarrete) شد استفاده (جنوبی کره ماکروژن، شرکت)

 میکرو 25در حجم  PCRواکنش  .(2012و همکاران،  Sizova؛ 2013

 25/1)شرکت پیشگام(،  Master mix 2xمیکرولیتر  5/12لیتر شامل 

الگو انجام  DNAمیکرولیتر  4و  (پیکومول 10)میکرولیتر از هر پرایمر 

 (BIO RAD C1000) در دستگاه ترموسایکلر PCRواکنش  در ادامه شد.

درجه  95دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای  5با شرایط دمایی 

 94چرخه شامل واسرشت شدن در دمای  35گراد و در ادامه سانتی

گراد درجه سانتی 54 دقیقه، اتصال در دمای 1مدت گراد بهسانتی درجه

مدت گراد بهرجه سانتید 72ثانیه، طویل شدن در دمای  30مدت به

گراد درجه سانتی 72یت طویل شدن نهایی در دمای درنهاثانیه و  45

درصد منتقل  1به ژل آگارز  PCRدقیقه انجام شد. محصول  5مدت به

تعیین توالی به شرکت  منظوربه PCRو الکتروفورز گردید. محصول 

یابی توسط در کره جنوبی ارسال گردید. نتایج حاصل از توالی ماکروژن

های موجود در بانک ژنی و با استفاده از یتوالبا  MEGA7 افزارنرم

BLAST  ها در سطح گونه مشخص شد.یباکترمقایسه شدند و نوع 

برای تولید پروتئاز، کلنی : پروتئازکشت باکتری جهت تولید        

باکتری موردنظر ابتدا در محیط کشت نوترینت براث )مرک، آلمان( 

ساعت  24گراد به مدت درجه سانتی 47شد و در انکوباتور کشت داده 

میکرولیتر از این محیط  150بعد از انکوباسیون، مقدار  گرفت. قرار

 (2012همکاران، و  Omidinia) محیط کشت تولید در کشت باکتریایی

 4MgSO ،5/0 گرم 5/0گرم پپتون،  75/0گرم گلوکز،  5/0که شامل 

باشد، تلقیح داده )مرک، آلمان( می 4FeSOگرم  10/0و  4PO2KH گرم

 150 با (Shaker)گراد همراه شیکر درجه سانتی 47شد و در انکوباتور 

بعد از انکوباسیون، کشت حاصل  شد.ساعت قرار داده  72دور برای 

سانتریفیوژ  gهزار  10دقیقه در دور  10مدت گراد بهدرجه سانتی 4در 

شد و محلول رویی شد. بعد از سانتریفیوژ رسوب ایجادشده دور ریخته 

 جداسازی و سنجش کمی پروتئاز مورداستفاده قرار گرفت جهت حاصل

(Mehta  ،2006و همکاران). 

سازی جهت خالص: سازی نسبی پروتئازخالص جداسازی و       

 75آرامی محلول آمونیوم سولفات پروتئاز، به محلول آنزیمی حاصله به

که محلول اشباع شود. محلول کرده تا زمانی )مرک، آلمان( اضافه درصد

مدت کم هم زده تا پروتئین موجود در آن رسوب کند. سپس بهرا کم

سانتریفیوژ  gهزار  10 و در دور گرادسانتی درجه 4در دمای  و دقیقه 10

مول بر لیتر، با میلی 5/0کرده سپس رسوب حاصل را در بافر فسفات 

pH  آرامی حل کرده و جهت تغلیظ محلول و جداسازی به 7معادل

 .Cat.No) سیتومتین ژن حاصل با استفاده از کیسه دیالیز شرکت نمک

TUB 2012)دیالیز شد ، (Pant  ،2015و همکاران) تخلیص نسبی .

انجام شد.  (Q-Sepharose) وسیله ستون کروماتوگرافی تعویض یونیبه

میلی مولار  40لیتر بافر تریس میلی 10برای این منظور ابتدا ستون با 

لیتر میلی 1به تعادل رسید. محتوی کیسه دیالیز که شامل  pH= 5/7با 

داده شد. پس از شستشوی ستون  آنزیم پروتئاز بود از روی ستون عبور

های متصل شده به ستون ، نمونهpH= 5/7لیتر بافر تریس میلی 10با 

مولار( جداسازی شدند و  5/0)صفر تا  NaClبا ایجاد شیب نمکی 

 (.1394دلفارد و همکاران، )بدویی شد یریگاندازه هاآنفعالیت آنزیمی 

آنزیم پروتئاز براساس بررسی فعالیت : سنجش فعالیت پروتئاز       

از مخلوط  شد. انجام (Lowry) روش لوریها بهپروتئین سنجیرنگ روش

لیتر میلی 1عنوان سوبسترا و درصد به 65/0 ژلاتین لیترمیلی 5/0 حاوی

پروتئاز استفاده  فعالیت سنجش برای آنزیم منبع عنواناز محلول رویی به

دقیقه  10گراد برای درجه سانتی 47شد. مخلوط حاصل در انکوباتور 

مول میلی 110لیتر تری کلرواستیک اسید میلی 5 شد. بعدقرار داده 

شد تا فعالیت آنزیمی  بر لیتر )مرک، آلمان(، به مخلوط واکنش اضافه

دقیقه سانتریفیوژ  30هزار دور برای  5پایان یابد. مخلوط واکنش در 

 5لیتر از محلول رویی و یمیل 2  شد.آوری شد و محلول رویی جمع

مول بر لیتر )مرک، میلی 3CO 2Na(500 (لیتر از محلول قلیاییمیلی

 Folin and ciocalteus) لیتر از معرف فولین فنلمیلی 1آلمان( و 

phenol reagent ) 25  درصد )سیگما آلدریچ، آمریکا( را باهم مخلوط

 داده شد. قرار تاریکی شرایط و در دقیقه در دمای اتاق 30مدت و به کرده

 اسپکتروفتومتر دستگاه توسط نانومتر 650 موجطول در پروتئاز فعالیت

(Spectrophotometer)  دوره زمانی و هر  6شد. این واکنش در خوانده

در این قسمت نمونه شاهد شامل  ساعت مورد بررسی قرار گرفت. 12

لیتر معرف میلی 1لیتر کربنات سدیم و میلی 5لیتر آب مقطر، میلی 2

 فولین فنل بود.

(𝑢/𝑚𝑙) آنزیم =
× میزان تیروزین آزاد شده برحسبمیکرو مول   حجم کل سنجش

× مقدار آنزیم استفاده ه × مدت زمان سنجش مقدار استفاده شده در رنگ سنجی
 

        

عنوان مقدار آنزیم موردنیاز برای یک واحد از فعالیت پروتئاز به

 شودلیتر تعریف میتیروزین در هر میلی آزادسازی یک میکرو مول

(Pant  ،؛ 2015و همکارانStarcher ،2001). 
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میکرولیتر از  500: در فعالیت و پایداری پروتئاز pHتأثیر        

 5/0مختلف و  pHلیتر از بافر با به یک میلی شدهخالصآنزیم نسبتاً 

لیتر ژلاتین افزوده شد. بافرهایی که در این زمینه استفاده شد میلی

، بافر فسفات pH 5،4/5 ،8/5یتر از بافر استات با بر لمول  1/0شامل 

باشد. یم 9و  pH 6/8،8/8و بافر تریس با  8و  pH 6 ،4/6 ،8/6 ،4/7با 

دقیقه  60مدت گرماگذاری محلول آنزیم و سوبسترا در دمای اتاق به

لیتر تری کلرواستیک اسید میلی 5انجام شد. سپس واکنش با افزودن 

، گرماگذاری محلول شاهد عنوانبهمول بر لیتر متوقف شد. میلی 110

شد  دمای اتاق انجام دقیقه در 30 مدتسوبسترا نیز به بدون آنزیم و بافر

افزوده شد مخلوط واکنش  درصد به 65/0 لیتر ژلاتینمیلی 5/0 و سپس

اسپکتروفتومتر  دستگاهمانده پروتئاز از نظر کمی توسط یباقو فعالیت 

 .(2015و همکاران،  Pant) بررسی شد

میکرولیتر از  500: تأثیر دما در فعالیت و پایداری پروتئاز       

لیتر میلی 5/0لیتر آب مقطر و به یک میلی شدهخالصآنزیم نسبتاً 

درصد افزوده شد. گرماگذاری مخلوط آنزیم و سوبسترا  65/0ژلاتین 

گراد یسانتدرجه  55و  50، 45، 40، 35دقیقه در دماهای  30مدت به

لیتر تری کلرواستیک اسید میلی 5انجام شد. سپس واکنش با افزودن 

مانده پروتئاز یباقوقف و فعالیت مول بر لیتر به مخلوط متمیلی 110

، مخلوط آنزیم و بافر بدون سوبسترا در شاهد عنوانبهیری شد. گاندازه

از ژلاتین  لیترمیلی 5/0دقیقه  30 از بعد و شد گرماگذاری مختلف دماهای

مانده پروتئاز مورد سنجش درصد به آن اضافه شد و فعالیت باقی 65/0

های مربوط به فعالیت و پایداری آنزیم حداقل یشآزماگرفت. کلیه  قرار

 .(2015و همکاران،  Pant)با سه بار تکرار انجام شده است 

برای رسم منحنی استاندارد : تهیه منحنی استاندارد تیروزین       

، 200، 100، 50ترتیب ها بهعدد از آن 5ویال تهیه و در  6تیروزین، 

ریخته شد.  )سیگما آلدریچ، آمریکا( میکرولیتر ال تیروزین 500و  400

لیتر رسانده و میلی 2ویال را توسط آب مقطر به  6سپس حجم هر 

داده  گراد قراردرجه سانتی 47دقیقه در انکوباتور  30مدت ها بهویال

لیتر کربنات میلی 5لیتر از محلول رویی در هر ویال میلی 2شدند. به 

 درصد 25معرف فولین فنل لیتر و بعد یک میلی )3CO 2Na(سدیم 

مدت رنگ به واکنش و تغییر آمریکا( اضافه و برای انجام )سیگما آلدریچ،

 دقیقه در دمای اتاق و در شرایط تاریکی قرار دادیم. سپس با 30

نانومتر  650دستگاه اسپکتروفتومتر میزان جذب هر ویال در  از استفاده

تیروزین  برحسب مقدار ال ODمنحنی استاندارد  برای رسم شد. خوانده

نظر شاهد در عنوانبه 6 ویال شماره شد. استفاده SPSS آماری افزاراز نرم

لیتر کربنات سدیم میلی 5 لیتر آب مقطر،میلی 2گرفته شد که شامل 

-Cupp) لیتر معرف فولین فنل بوده و فاقد تیروزین استو یک میلی

Enyard ،2008).  

 نتایج 
نمونه  15ها، شده از چشمهآورینمونه خاک جمع 5از مجموع        

باکتریایی ترموفیل با استفاده از حمام آب گرم جداسازی شد. پس از 

های باکتریایی که ، نمونهSkim milk agarها در محیط کشت نمونه

عنوان ( را ایجاد کرده بودند، جداسازی و به1بهترین هاله شفاف )شکل 

 مولد پروتئاز انتخاب گردیدند.های برتر سویه

های ارزیابی ویژگی های مورفولوژیکی و بیوشیمیایی:ویژگی       

های باکتریایی مولد پروتئاز ظاهری و میکروسکوپی نشان داد که نمونه

باشند. صورتی یا قرمزرنگ و موکوئیدی می -های سفیددارای کلنی

گرم مثبت بوده است.  هایدهنده وجود باسیلگرم نیز نشان آمیزیرنگ

که از بین ( نشان داد 1جدول )های بیوشیمیایی نتایج حاصل از تست

گونه باکتریایی متعلق به جنس  9های باکتریایی جداسازی شده نمونه

 باشند.باسیلوس می

با استفاده از  PCRپس از انجام واکنش : PCRبررسی نتایج        

، محصول واکنش در ژل apr شده ژنیطراحی اختصاصی هایمرپرا

(. نتایج حاصل از بررسی ژل 2آگارز یک درصد بررسی گردید )شکل

 bpو باند  AN1در نمونه  bp 1500الکتروفورز حاکی از وجود باند 

وجود ژن پروتئاز  دهندهنشانباشد. نتایج یمنمونه دیگر  6در  1200

یابی ژن ررسی نتایج حاصل از توالیبی است. بررس موردنمونه  7در 

روش و با رسم دندروگرام به 7مگا  افزارنرمپروتئاز با استفاده از 

Maximum Likelihood که در شکل طورهمان (.3)شکل صورت گرفت

ترین شباهت را دارند. بیش BN3 و BN2شود دو نمونه یممشاهده 

 Bacillus ترین شباهت را با سویهتوالی پروتئازی مورد مطالعه بیش

- 006 sp. SRC  دهد.یمنشان  

ی باکتریایی جداسازی شده هانمونه 16S rRNAمقایسه توالی        

 براساسباکتریایی  یهانمونهو  شد ژنی انجام بانک موجود در هاییتوالبا 

فیلوژنی  درخت شدند. شناسایی 16S rRNA ژنومی توالی آنالیز

 

 
:  ایجاد هاله شفاف توسط سویه جداسازی شده در محیط 1شکل 

 اختصاصی اسکیم میلک آگار
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چندین سویه  16S rRNAتوالی  مقایسه براساسها، یهسومربوط به این 

ترسیم شد. نتایج  Neighbor-Joiningمختلف باسیلوس برمبنای روش 

مشابه  کاملاًهای جداسازی شده در این مطالعه یهسونشان داد که 

این  16S rRNAبوده و براساس اطلاعات مربوط به توالی یابی ژن 

باشند. مراحل ثبت توالی ها متعلق به جنس و گونه باسیلوس مییهسو

 ک ژنی در حال انجام است.در بان
 

 های باکتریایی متعلق به جنس باسیلوسخصوصیات بیوشیمیایی گونه :1جدول 

 

 

 
 درصد 1با استفاده از ژل آگارز  aprژن  PCRبررسی محصول  :2 شکل

 
در  شدهشناختههای یتوالبه همراه  ML .Outgroupبه روش  Mega7 افزارنرمهای باسیلوس با استفاده از یهسو: دندروگرام ژن پروتئاز 3شکل 

 .اندگرفتههای مورد مطالعه نیز در سمت دیگر دندروگرام قرار یتوالبانک ژنی در یک سمت و 

 مقاوم به 

 سیلینپنی
βG 

β-Galactosidase همولیز 
 تجزیه

 کازئین 

 تجزیه 

 ژلاتین
 کاتالاز آمیلاز

 رشد 

 هوازی
VP 

Voges-Proskauer Test 

تخمیر 

 قند
 نمونه

+ ± + + + + + + + + AN1 

+ + + + + + + + + + BA1 
+ ± + + + + + + + + BN2 
+ + + + + + + + + + BN3 
- + + + + + + + - + CA1 
- + + + + + + + - + CN1 
± + + + + + + + - + DA1 
+ - + + + + + + + + DA2 
± - + + + + + + - + DA3 
           



 های جداسازی شده از....جداسازی و بررسی میزان فعالیت آنزیم پروتئاز در باسیلوس                                     حسینی و حصاری

394 
 

نتایج حاصل از بررسی فعالیت بررسی فعالیت آنزیم پروتئاز:         

نشان  pHدر دماهای مختلف و انواع  دوره زمانی انکوباسیون 6در  آنزیم

 به شروع سپس یافتهافزایش آنزیم فعالیت زمان باگذشت که دهدمی

شود، مشاهده می 3 و 2 و جداول 4 شکل در کهچنانهم نماید.می کاهش

ترین میزان ساعت دوره انکوباسیون بیش 48ها در زمان در اکثر گونه

ترین میزان فعالیت آنزیم شود. بیشفعالیت آنزیم پروتئاز مشاهده می

 ،u/ml4/23 با مقادیر BN2و  DA3 ،DA2های نمونه در ترتیببه پروتئاز

u/ml 23  وu/ml 6/22  و  گرادسانتی درجه 47در دمایpH  در  8برابر

 شود. مشاهده می 150ساعت انکوباسیون با دور  48
 

 بر میزان فعالیت آنزیم پروتئاز PH بررسی تاثیر : 2جدول 

 

 نزیم پروتئازآگراد بر میزان فعالیت : بررسی تاثیر دما برحسب سانتی3 جدول

 

 

 بحث  

طور طبیعی در ها بهجداسازی و غربالگری میکروارگانیسم       

های هایی با ویژگیرود آنزیمدهد که انتظار میهایی رخ میزیستگاه

میکروبی در بیوتکنولوژی مدرن از اهمیت های خاص ارائه دهند. آنزیم

های صنعتی که تا این تاریخ ای برخوردارند و اکثر آنزیمالعادهفوق

ها، اند. در بین باکتریها مشتق شدهها و قارچشده، از باکتریساخته

 های باسیلوس تولیدکنندگان ویژه پروتئازهای قلیایی هستندگونه

(Haddar  ،2010و همکاران)های بیوشیمیایی وان براساس تستت. می

های نزدیک ها را از سایر گونهو خصوصیات مورفولوژیکی، باسیلوس

سویه باسیلوس ترموفیل مولد پروتئاز  7تشخیص داد. در این تحقیق 

های آبگرم محلات جداسازی شدند. نتایج شناسایی مولکولی از چشمه

ها با انواع گونه باسیلوس قرابت دارند. با بررسی که این باکتری داد نشان

شود، مشاهده می 1طور که در جدول های بیوشیمیایی همانتست

ها تقریباً مشابه خصوصیات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی در این سویه

و بسیار کم  (Conserve) شدهحفاظتنواحی  16S rRNAاست. نواحی 

 کروموزومی دیگر نواحی به نسبت پروکاریوتی مختلف هایگونه در تغییری

باشند. تغییرات فنوتیپی که نتیجه تغییرات یم هرگونههستند و خاص 

روش بیوشیمیایی را باشد، کار تشخیص بهیمعلت جهش ژنوتیپی به

های باسیلوس براساس توالی بنابراین شناسایی گونه ،کرده است مشکل

16S rRNA نتایج حاصل در این زمینه با مشاهدات است.  مناسبی روش

های یکروارگانیسممتطابق داشت.  (1394) دلفارد و همکارانبدویی

های یمآنزی از اگستردهترموفیل و هیپرترموفیل توانایی تولید طیف 

مورد  شدتبهها در کاربردهای صنعتی یمآنزگرمادوست را دارند. این 

 ازنظرهای باسیلوس یهسو. (2017و همکاران،  Naby-Abdel) اندتوجه

ی قلیایی بسیار حائز اهمیت هاپروتئازیژه وبهتولید تجاری پروتئاز 

ترین های باسیلوس بیشیهسوباشند. پروتئاز جداسازی شده از یم

گراد نشان دادند. یسانتدرجه  47فعالیت و پایداری خود را در دمای 

با  ) Bacillus pumilus (پروتئاز جداسازی شده از باسیلوس پومیلوس

 Mehak) است شدهگزارش گرادسانتی درجه 45بهینه در دمای  فعالیت

 Chang (2005)و  Joo. (2001 و همکاران، Feng ؛2016و همکاران، 

با دمای بهینه حدود  Bacillus clausii L-52یک پروتئاز قلیایی از 

از  جداشده. پروتئاز اندنمودهگراد را گزارش درجه سانتی 50تا  45

B. pumilus D-6  گراد نشان درجه سانتی 50فعالیت بهینه خود را در

. در مطالعه حاضر حداکثر فعالیت و پایداری (Bajaj ،2013) است داده

گزارش گردید. این  8معادل  pHهای جداسازی شده در یهسوپروتئاز 

های یهسووتئاز که پایداری بهینه پر شدهانجامیافته با سایر مطالعات 

B. licheniformis  وB. RV. B2. 90  درpH  است،  شدهگزارش 8برابر

و  Vijayalakshmi ؛2013 همکاران، و Suganthi) دارد یخوانهم

ها در این محدوده، نشان از ویژگی یمآنز. فعال بودن (2011همکاران، 

است. این  توجهقابلدارد که این موضوع در بیوتکنولوژی  هاآنقلیایی 

شوینده مهم  مواد افزودنی عنوانبه قلیایی پروتئاز ویژگی برای استفاده از

 تا pH 8محدوده  ی درطورکلبهیی شورختشوینده  زیرا مواد ،باشدیم

و همکاران،  Manni؛ Ehiosun ،2013و  Olajuyigbe) دارند فعالیت 12

در فعالیت آنزیم، زمان  مؤثر. یکی دیگر از عوامل (2010

9 8/6 8 7/4 5/5 4 PH/Sample 

17/6 16/6 23/9 19/3 17/3 16/3 DA3 

16/6 19/3 23/0 16/9 15/6 13/9 DA2 

17/2 17/6 20/6 19/9 18/6 17/9 AN1 

55 50 45 40 35 Temp/Sample 

20/9 17/9 15/5 14/2 12/5 BA1 

15/9 22/6 16/5 14/2 11/8 DN2 

20/0 21/7 18/6 16/9 14/6 BN3 

 
زمان مختلف با  6سویه برتر مولد پروتئاز در  7مقایسه فعالیت آنزیم در  :4شکل 

 تکرار برای هر نمونه 3حداقل 
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باشد. در زمان انکوباسیون میزان فعالیت آنزیم طی فاز یمانکوباسیون 

یابد و در فاز سکون و مراحل بعد از آن یمنمایی رشد باکتری افزایش 

 یابدزمان با کاهش رشد باکتری میزان فعالیت آنزیم نیز کاهش میهم

(Vijayalakshmi  ،2011و همکاران) ساختار آنزیم و یا . دگرگونی

تواند از یمی توسط میکروارگانیسم دسترسقابلکاهش مواد غذایی 

و همکاران،  De Azeredo) دلایل کاهش تولید و فعالیت آنزیم باشد

های مورد مطالعه، حداکثر تولید و فعالیت آنزیم در یهسودر  (.2004

 DA3 (u/ml4/23) ،DA2سه نمونه  ترتیب درساعت انکوباسیون به 48

(u/ml 23)  وBN2 (u/ml 6/22مشاهده شد. آنزیم پروتئاز نمونه ) های

ترین میزان تولید و فعالیت خود بیش tk2و  tk1باسیلوس سوبتیلیس 

. (2010و همکاران،  Kuberan) نشان دادند انکوباسیون ساعت 24را در 

ترین میزان تولید بیش (2010) و همکاران Kumarدر مطالعه  چنینهم

ساعت انکوباسیون مشاهده  24( در u/ml 8/10فعالیت آنزیم پروتئاز ) و

ی آب هاچشمهسویه باسیلوس مولد پروتئاز از  7در این پژوهش،  شد.

گرم جداسازی و شناسایی شدند. آنزیم پروتئاز جداسازی شده از این 

ی توجهقابلقلیایی و دمای بالا از فعالیت و پایداری  pHها در یهسو

این آنزیم  توجهقابلپتانسیل  دهندهنشانبود. این نتایج  برخوردار

 باشد.یمهای بومی برای استفاده در صنایع مختلف یهسواستخراجی از 
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