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Investigation of Organic Solvents-Resistant Extracellular 
Alkaline Protease from Brevibacillus borstelensis AMN 
Isolated from Hot Spring of Iran
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The Stability of protease in organic solvent media has been widely discussed for more than 
two decades. Proteases can catalyze synthetic reactions in organic media, by this way solvent 
stabilities of proteases are very important. In this study, we reported a bacterium isolated from 
hot spring of Geinarje, Iran producing an organic solvent stable protease. Protease producing 
bacteria were screened on skim milk agar and the formation of a clear zone around the bacterial 
colony was investigated. Proteolytic activity was assayed by a modified caseinolytic method 
using casein as a substrate. The best alkaline protease producing bacterium was selected 
and identified on the basis of 16S rDNA gene sequencing and morphological and biochemical 
characteristics. The effect of organic solvents, temperature, pH, and NaCl on proteolytic activity 
were examined. According to phylogenetic analysis, morphological and physiological tests, 
isolated, the bacterium was identified as a new strain of Brevibacillus borstelensis. This strain 
was able to produce an extracellular organic solvent-stable protease with 0.53U/ml enzyme 
activity. After 2 hour incubation at 30°C the protease of Brevibacillus borstelensis AMN was 
active in wide ranges of organic solvents, and its activity was enhanced in the presence of 25% 
(V/V) isopropanol. The biochemical properties of the enzyme revealed that the optimal pH and 
temperature for protease activity were 9.0 and 60°C, respectively. Our finding indicated that 
these robust properties of protease, like outstanding activity and stability in organic solvents 
and alkaline medium, might be applicable for various industrial biotechnologies.
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های آلی در پروتئاز قلیایی  بررسی مقاومت به حلال
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  چکيده

 یبه ميزان زيادبیش از دو دهه است که های آلی  پروتئازهای مقاوم به حلال
های آلی  ها در محیط پروتئازها قادر به کاتالیز واکنش مورد توجه قرار گرفته است.

های آلی حائز اهمیت  هستند، به همین دلیل پایداری آنزیم در حضور حلال
در این پژوهش از آب چشمه قینرجه در ایران باکتری جداسازی شد که  است.

غربالگری سویه مولد پروتئاز های آلی است.  قادر به تولید پروتئاز مقاوم به حلال
 انجام شد.میلک آگار و سنجش قطر هاله  از طریق کشت در محیط اسکیم

صورت ا عنوان سوبستر به روش هیدرولیز کازئین به سنجش فعالیت آنزیمی
های  اثر حلال. شناسایی شد های مورفولوژیکی و بیوشیمیایی ، ویژگی16S rDNAیابی  براساس توالیگرفت. باکتری که دارای بیشترین فعالیت پروتئازی بود 

سویه پروتئازی مورد سنجش قرار گرفت.  فعالیتبر کلرید  و سدیم pH، دما، آلی
، خصوصیات مورفولوژیکی ن توالیشده با مطالعه نتایج حاصل از تعیی جداسازی

 Brevibacillus borstelensisاز  جدیدی سویه عنوان به و بیوشیمیایی
با  های آلی سلولی مقاوم به حلال قادر به تولید پروتئاز برون شناسایی شد که
ساعت ۲پس از  هپروتئاز تولیدشدلیتر است.  واحد بر میلی۵۳/۰فعالیت آنزیمی 
و  های آلی قادر به فعالیت بود طیف وسیعی از حلال در، C۳۰°انکوباسیون در 

 .مشاهده شدایزوپروپانول % ۲۵ ین فعالیت پروتئولیتیک آن در حضورربیشت
برابر  pHآنزیم نشان داد که پروتئاز تولیدشده در  های بیوشیمیایی ویژگیبررسی 

نتایج حاضر نشان داد که  بیشترین فعالیت را داشته است. C۶۰˚دمای و  ۹
فعالیت و پایداری ای مانند  های برجسته شده دارای ویژگی وتئاز جداسازیپر

برای استفاده در صنایع است که های آلی  نسبت به شرایط قلیایی و حلال
  کاربرد دارد.بیوتکنولوژی مختلف 

 های آلی، فعالیت آنزیمی، پایداری ، حلالBrevibacillusپروتئاز، آلکالین  ها: کلیدواژه
  آنزیمی
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  مقدمه - ۱

 %۶۰ها هستند که نزدیک به  پروتئازها گروه بسیار وسیعی از آنزیم
 .[1]اند ها در جهان را به خود اختصاص داده کل فروش آنزیم

یندهای متابولیکی آکه نقش مهمی در فر پروتئازها علاوه بر این
سلولی دارند، توجه بسیاری از جوامع صنعتی و بیوتکنولوژی را به 

پروتئازها توسط تمام اشکال حیاتی شامل  .[2]اند خود معطوف کرده
شوند که از این میان  ها تولید می مزگیاهان، جانوران و میکروارگانی

برای  دودمحالرشدبودن، نیازمند جای  دلیل سریع ها به مزمیکروارگانی
شمار ه ترین منبع تولید پروتئاز ب برجسته ،ورزی رشد و قابلیت دست

که در آن فعالیت  pHای از  پروتئازها براساس محدوده .[3]روند می
کنند به سه گروه پروتئازهای اسیدی، خنثی و قلیایی تقسیم  می
دلیل ثبات و مقاومت نسبت به  هشوند که پروتئازهای قلیایی ب می

های بالا از اهمیت والایی برخوردار pHت مانند شرایط سخ
توانند در صنایع مختلف از جمله صنایع شوینده،  و می [4]هستند

کار ه ب غیرهسازی، دارویی، تشخیص پزشکی و  صنایع غذایی، چرم
شامل شایع با توانایی تولید پروتئاز  های باکتری .[5]گرفته شوند

 ،(Alcaligenes)آلکالیژنز  ،(Aeromonas)آئروموناس 
، هالوموناس (Bacillus)، باسیلوس (Arthrobacter)آرتروباکتر  (Halomonas) سودوموناس ،(Pseudomonas)  و سراشیا
ترین گروه برای تولید  ها شاخص آنها باسیلوسمیان که از  [6]هستند

مد پروتئازها در صنایع آمنظور کاربرد کار هب .[7]هستندپروتئاز 
یداری و فعالیت آنزیم در شرایط سخت همچون مختلف نیاز به پا pH [8]استکلرید  سدیمحضور  و های آلی بالا، دمای بالا، حلال .

های آلی یا مخلوط حلال آلی و آب  های آنزیمی که در حلال واکنش
های آبی  هایی که در سیستم در مقایسه با واکنش شود، میانجام 
عنوان  در شرایطی که آب به ؛دندار فراوانیگیرند مزایای  می صورت

محیط واکنش آنزیم استفاده شود، پروتئازها سبب هیدرولیز 
های آلی  شوند اما در صورت استفاده از حلال پیوندهای پپتیدی می

مسیر واکنش آنزیم عکس شده و به سمت سنتز پیوندهای پپتیدی 
  .[9]رود پیش می

موجب آلی های  از طرف دیگر، فعالیت پروتئازها در حضور حلال
. [10]شود پیشرفت فرآیندهای بیوتکنولوژیکی و بیوشیمیایی می

ها در  شدن آنزیم دلیل غیرفعال ههای آلی ب ها در محیط کاربرد آنزیم
دنبال  ههمین دلیل دانشمندان به شود، ب های آلی محدود می محیط

های  راهکارهایی برای بهبود پایداری و فعالیت آنزیم در حضور حلال
مختلفی برای افزایش پایداری و فعالیت  های روش. [11]هستندآلی 

های آلی به  های حاوی حلال ها برای استفاده در محیط این آنزیم
 اما نیاز به پروتئازهایی که دارای مقاومت ذاتی در حلالرود،  کار می

  .[9]یابد روز افزایش می های آلی هستند، روزبه
ی آلی کاربردهای صنعتی ها های آنزیمی در حلال انجام واکنش

فراوانی از جمله افزایش حلالیت سوبستراهای غیرقطبی، جلوگیری 
های  های جانبی وابسته به آب و حذف آلودگی از انجام واکنش

های آلی از طریق  حلال میکروبی را در پی دارد. علاوه بر این
های آب پروتئین، باعث شکستن مولکول آنزیم و  جداکردن مولکول

جو و  و از این رو، جست. [12]شوند ه توقف فعالیتش میدر نتیج
های آلی  یافتن پروتئازهایی با قابلیت پایداری در حضور حلال

هایی با  دنبال آنزیم گران بوده و آنها بهشهمواره مورد توجه پژوه
 .P) آئروجینوزا سودوموناس. [13]های ویژه و خاص هستند ویژگی

aeroginosa PST-001)  که پروتئاز  استهایی  باکترییکی از
این اولین گزارش در مورد  ،کند مقاوم به حلال آلی تولید می

  .[14]استجداسازی پروتئاز مقاوم به حلال آلی 
، یک باکتری تولیدکننده پروتئاز قلیایی حاضر در پژوهش

سلولی از چشمه قینرجه واقع در استان اردبیل جداسازی شد و  برون
پایداری آن در دما و ، آن مانند فعالیتخصوصیات بیوشیمیایی  pHهای مختلف  های آلی و غلظت های مختلف، حضور حلال

  مورد بررسی قرار گرفت. کلرید سدیم
  
  ها مواد و روش - ۲
مواد شیمیایی مورد در پژوهش تجربی حاضر : مواد شیمیایی - ۱- ۲

 پرایمرهای آلمان بود. مرکاستفاده در این پژوهش متعلق به شرکت 
و  27Fکه شامل  16S rDNAشده در تکثیر قطعه ژن  استفاده 1492R مارکر وزن مولکولی  و بودند، از شرکت پیشگام
  تهیه شدند. فرمنتازاز شرکت  DNAبازی  جفت۱۰۰۰



 ۱۴۵... سلولی حاصل از تئاز قلیایی برونهای آلی در پرو بررسی مقاومت به حلالــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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از آب چشمه  ۱۳۹۴برداری در مرداد  نمونه :آوری نمونه جمع - ۲- ۲
آزمایش قینرجه واقع در استان اردبیل انجام شد. دمای آب مورد 

در محل % ۸/۰و شوری آن  ۶/۸آن حدود  C۶۰ ،pH˚ برابر
اش کمی شور و گس  رنگ، مزه گیری شد. آب چشمه زلال، بی اندازه
از عمق  ها توسط یک ظرف استریل حدوداً  . نمونهاست
های استریل به آزمایشگاه  و در بطری شد متری برداشته سانتی۱۰

و تا  بودندمخازن یخ  در طول مسیر درها،  نمونهانتقال یافت. 
  .ندنگهداری شد C۴˚هنگام بررسی در دمای 

به میزان  :جداسازی و غربالگری باکتری مولد پروتئاز - ۳- ۲
 از نمونه چشمه به محیط کشت پایه معدنی حاوی لیتر میلی۵
سولفات  گرم بر لیتر منیزیم۲/۰فسفات،  پتاسیم گرم بر لیتر دی۵/۰
گرم بر لیتر ۰۱/۰آبه، ۷آهن  گرم بر لیتر سولفات۰۱/۰آبه، ۷

میزان برابر  pH(با میلک  اسکیم گرم بر لیتر۲۰ وآبه ۷کلرید  کلسیم
منظور جداسازی  ه. باضافه شد ،عنوان تنها منبع کربن و انرژی به) ۹

یه سریال رقت، در محیط های تولیدکننده پروتئاز، پس از ته باکتری
ساعت در ۴۸مدت  و به کشت داده میلک آگار اختصاصی اسکیم

دهنده  ها نشان قرار داده شد. وجود هاله اطراف کلنی C۵۰˚ دمای
که کلنی دارای بیشترین قطر هاله است تولید پروتئاز توسط باکتری 

  برای ادامه مطالعه انتخاب شد.
  کلاسیک شناسایی باکتری به روش فیلوژنتیکی و - ۴- ۲
منظور شناسایی مولکولی باکتری  به: شناسایی فیلوژنتیکی - ۱- ۴- ۲

استفاده شد. هر  16S rDNAیابی  های توالی شده از روش جداسازی
منحصر به خود  16S rDNAهای باکتریایی دارای تولی  یک از گونه
کشت داده شد پس راث ب . ابتدا باکتری روی محیط نوترینتهستند

از محیط کشت در لیتر  میلی ، یکC۵۰˚ساعت انکوباسیون در ۲۴از 
سانتریفیوژ شد. مراحل  g۱۰۰۰۰دقیقه با دور ۱۰مدت  به C۴˚دمای 

 Cinnapure-DNA طبق پروتکل کیت استخراج DNAاستخراج 
خلوص آن،  بررسی میزان برایو  گرفتصورت  (سیناژن؛ ایران)

  .گیری شد نانومتر اندازه۲۸۰و  ۲۶۰در دو طول موج  DNAجذب 
-'5(ی عمومی در این پژوهش از پرایمرها AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' 27F: ،5'- GGCTACCTTGTTACGACTT-3' 1492R: که توانایی تکثیر (

16S rDNA های حقیقی دارند،  ریبوزومی را برای بیشتر باکتری
نیز مطابق برنامه  (PCR)مراز  ای پلی زنجیره استفاده شد. واکنش

 ۳۰) ۲ ؛دقیقه۵برای مدت  C۹۴˚ ) دمای اولیه۱زیر انجام شد: 
مدت  به C۵۳˚دقیقه،  یکمدت  به C۹۴˚سیکل که هر کدام شامل 

شدن نهایی  ) مرحله طویل۳ ؛دقیقه یکمدت  به C۷۲˚ثانیه و ۴۰ ˚C۷۲ محصول ، در نهایت دقیقه۱۰مدت  بهPCR آگارز ۱ل توسط ژ %
 PCRو تعیین توالی نوکلئوتیدی محصول شد الکتروفورز 

های  کردن توالی گرفت. پس از جفتصورت  ؛ ایران)تکاپوزیست(
ها به  ، این توالیChromas Pro 2.1.3 افزار نوکلئوتیدی با نرم

 Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)افزار  کمک نرم
بانک مورد بررسی قرار گرفتند و همولوژی آنها با اطلاعات موجود در 

  مقایسه شد. ژنی
منظور خصوصیات  بدین :شناسایی فنوتیپی و بیوشیمیایی - ۲- ۴- ۲

هایی  تستمانند  شده مورفولوژیکی و بیوشیمیایی باکتری انتخاب
مورد بررسی  غیرهو  SIMآمیزی گرم، اکسیداز، کاتالاز،  مانند رنگ
  .قرار گرفت

  سنجش فعالیت آنزیمی - ۵- ۲
-Anson) هاگیهارا - روش آنسون براساسفعالیت آنزیمی  Hagihara) مورد سنجش قرار گرفت که در آن از با اندکی تغییرات 

پس از تلقیح و  استفاده شد.عنوان سوبسترای طبیعی  هکازئین ب
از لیتر  میلی یک ، مقدارC۵۰˚ی ساعت در دما۴۸مدت  گرماگذاری به

دقیقه ۱۰برای مدت  g×۱۰۰۰۰محیط کشت برداشته و با دور 
سانتریفیوژ و از محلول رویی فاقد باکتری برای سنجش فعالیت 

لیتر  میلی۳از سوپرناتانت، لیتر  میلی۵/۰. به شدآنزیمی استفاده 
هیدروکسید،  سدیم- بوراکس کازئین در بافر% ۷/۰(محلول واکنش 

دقیقه در دمای ۱۰مدت  اضافه و به مولار) میلی۱۰، ۹برابر  pHمیزان  ˚C۶۰  کننده محلول متوقفلیتر  میلی۲/۳قرار داده شد. سپس 
)TCA ۱۱/۰مولار) ۳۳/۰اسید  و استیکمولار ۲۲/۰استات  ، سدیممولار

. [15]دقیقه در دمای اتاق، محلول سانتریفیوژ شد۲۰اضافه و پس از 
ها نمونه شاهد استفاده شد که قبل از افزودن  برای تمام واکنش

. فعالیت شده بودکننده اضافه  ، محلول متوقفسوپرناتانت
پروتئازی با تعیین مقدار تیروزین در محلول سانتریفیوژشده با 

گیری  هاندازنانومتر ۲۷۵سنجش میزان جذب نوری آن در طول موج 
صورت  و به آمده با منحنی استاندارد مقایسه دست هشد. نتایج ب

میکرومول  واحد آنزیمی گزارش شدند. هر واحد آنزیمی برابر یک
  .پذیرفت صورتگزارش شد. تمام آزمایشات با سه بار تکرار  C۶۰˚ لیتر محلول آنزیمی در دقیقه و دمای آمده بر میلی دست هتیروزین ب

برای تهیه منحنی استاندارد،  :منحنی استاندارد تیروزین - ۶- ۲
و  ۵۰۰، ۲۰۰، ۱۰۰، ۵۰، ۳۰صفر، های مختلفی از تیروزین  غلظت
، ۱۰/۱، ۵۵/۰، ۲۸/۰، ۱۷/۰صفر،  ( معادللیتر  میکروگرم بر میلی۸۰۰
بافر بوراکس لیتر  میلی۳را در  لیتر) میکرومول بر میلی۴۲/۴و  ۷۶/۲
جذب آنها در طول موج  کننده حل نموده و متوقفلیتر  میلی۲/۳و 

منحنی  SPSS 16افزار  استفاده از نرم و با سنجیده نانومتر۲۷۵
استاندارد رسم شد. تمام آزمایشات بعدی با استفاده از این منحنی 
استاندارد و معادله خط همبستگی آن صورت گرفته است (نمودار 

۱ ([16].  
  

  
  منحنی استاندارد تیروزین )۱نمودار 

  
  تعیین زمان بهینه تولید آنزیم - ۷- ۲

های  تولید آنزیم، تولید پروتئاز در زمانبرای یافتن زمان بهینه 
 ۱۰۴و  ۹۶، ۸۴، ۷۲، ۶۰، ۴۸، ۳۶، ۲۴، ۱۲مختلف پس از کشت (

  ساعت) با روش سنجش فعالیت آنزیمی بررسی شد.
 Brevibacillusتولیدشده توسط تعیین ویژگی پروتئاز  - ۸- ۲

borstelensis AMN  
برای بررسی  :های مختلفpHبررسی فعالیت پروتئاز در  - ۱- ۸- ۲

های مختلف، فعالیت آنزیمی در بافرهای با pHفعالیت آنزیمی در 

y = 0.157x + 8E‐05
R² = 0.9981
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pHمیزان  استات های مختلف شامل سدیم)pH  ۵برابر با،( 
 اسید هیدروکلریدریک-س)، تری۶برابر با  pHمیزان ( فسفات سدیم

و  ۱۰، ۹برابر با  pHمیزان ) و بافر بوراکس (۸و  ۷برابر با  pHمیزان (
صورت نموداری نمایش  هو اطلاعات ب سنجش قرار گرفتمورد ) ۱۱

% در نظر گرفته ۱۰۰عنوان  داده شد. بالاترین فعالیت آنزیمی به
  .[17]شد
برای بررسی  :بررسی فعالیت آنزیم در دماهای مختلف - ۲- ۸- ۲

فعالیت کاتاکیتیک پروتئاز در دماهای مختلف، فعالیت آنزیمی در 
صورت  ه) سنجیده و نتایج بC۱۰˚(با فاصله  C۹۰˚تا  ۲۰دماهای 

% ۱۰۰عنوان  نموداری نمایش داده شد. بالاترین فعالیت آنزیمی به
  .[17]در نظر بود

برای بررسی  کلرید: سدیمبررسی پایداری آنزیم در حضور  - ۳- ۸- ۲
%) ۳۵% و ۲۵%، ۱۰%، ۵%، ۱، صفرهای ( ت، غلظکلرید سدیمتاثیر 

ساعت در  یکمدت  و بهشد اضافه  سوپرناتانتبه  کلرید سدیماز 
مانده  دمای اتاق قرار گرفت. پس از مدت مقرر فعالیت آنزیمی باقی

  .[18]شده سنجیده شدذکرطبق روش 
منظور  بدین :های آلی ی آنزیم در حضور حلالربررسی پایدا - ۴- ۸- ۲

های آلی شامل اتانول،  از حلال% (حجمی/حجمی) ۲۵ غلظت
استون در بافر بوراکس با  متانول، بنزن، ایزوپروپانول، هگزان و

های  با حلال سوپرناتانتاسیدیته مورد نظر تهیه شد. سپس 
با  C۳۰˚در دمای  ها لولهمخلوط شد.  دار لوله درپیچشده درون ذکر

فعالیت  درنهایتساعت انکوبه شدند و ۲مدت  به rpm۱۲۰دور 
% ۲۵مانده سنجیده شد. مقدار غلظت نهایی حلال  آنزیمی باقی

بود. در نمونه شاهد به جای حلال از آب مقطر (حجمی/حجمی) 
  .[19]استفاده شد

  آنالیز آماری - ۹- ۲
مامی آزمایشات در سه تکرار و تجزیه و تحلیل آماری با استفاده از ت
  انجام شد. SPSS 16 افزار نرم

  
  ها یافته - ۳
 و شناسایی گونه باکتری مولد پروتئاز قلیایی جداسازی - ۱- ۳

  سلولی برون
. پس از است ۵/۸و اسیدیته  C۶۰˚چشمه قینرجه دارای دمای 

سازی از محیط کشت پایه معدنی دارای باکتری و کشت در  رقت
 شفاف ترین هاله بزرگبا میلک آگار، کلنی  محیط اختصاصی اسکیم

برای ادامه مطالعه انتخاب و از نظر تولید آنزیم عنوان سویه برتر  به
  ).۲و  ۱شکل ( شدمتوالی خالص پس از چند کشت 

  شناسایی بیوشیمیایی و مولکولی - ۲- ۳
های بیوشیمیایی نشان داد که سویه مورد نظر یک  نتایج تست

ای، دارای آنزیم کاتالاز، فاقد آنزیم  باکتری گرم مثبت، میله
. همچنین استهوازی و متحرک  اکسیداز، عدم رشد در شرایط بی

نشان داد که این سویه  16S rDNAیابی ژن  نتایج حاصل از توالی
و با شماره  است Brevibacillus borstelensisمتعلق به گونه 

 Brevibacillusبا نام  NCBIدر  KY933393 دستیابی
borstelensis AMN  درخت فیلوژنتیکی سویه مورد نظر  .شدثبت

  آمده است. ۳در شکل 
 Brevibacillusبررسی میزان فعالیت پروتئازی باکتری  - ۳- ۳

borstelensis AMN  
در  ،[15]هاگیهارا - آنسون روشمیزان فعالیت پروتئازی براساس 

واحد ۵۳/۰های آلی  و در عدم حضور حلال ۹برابر  C۶۰ ،pH°دمای 
لیتر به دست آمد که به این معنا است که سوپرناتانت در هر  بر میلی

کازئین ایجاد میکرومول تیروزین در نتیجه هیدرولیز ۵۳/۰دقیقه 
  کند. می
  سازی شرایط تولید آنزیم بهینه - ۴- ۳

، ۳۶، ۲۴، ۱۲های مختلف  در زمانو تولید آنزیم فعالیت پروتئازی 
ساعت پس از رشد باکتری در دمای ۱۰۸و  ۹۶، ۸۴، ۷۲، ۶۰، ۴۸ °C۵۰ ساعت ۴۸گیری شد. با توجه به نمودار، باکتری بعد از  اندازه

کند و بعد از آن تولید آنزیم  تولید میبیشترین میزان پروتئاز را 
  .)۲(نمودار  کاهش یافته است

  عوامل مختلف بر فعالیت آنزیم تاثیر - ۵- ۳
فعالیت  :تاثیر دماهای مختلف بر فعالیت پروتئولیتیکی - ۱- ۵- ۳

آنزیمی پروتئاز در دماهای مختلف سنجیده شد. بیشترین فعالیت 
بود که این فعالیت مربوط به زیستگاه طبیعی  C۶۰°آنزیم در دمای 

) فعالیت کاهش C۳۰°و  C۲۰°تر ( . در دماهای پاییناستباکتری 
% ۸۱دارای  C۷۰°تا  C۵۰°طور کلی آنزیم در دماهای  هیافته است. ب

  .)۳است (نمودار فعالیت 
نتایج حاصل از  :های مختلف بر فعالیت آنزیمیpHتاثیر  - ۲- ۵- ۳

نشان داد که میزان فعالیت در  سویه جداشدهفعالیت پروتئاز 
برابر  pHو حداکثر فعالیت در است شرایط قلیایی بیشتر از اسیدی 

حفظ  ۱۰تا  ۸را در دامنه خود   % فعالیت۷۲بوده و آنزیم حدود  ۹
است کرده است. بنابراین پروتئاز تولیدشده یک پروتئاز قلیایی 

  .)۴(نمودار 
  

  
های موجود در محیط  هاله ایجادشده در نتیجه تجزیه پروتئین )۱شکل 
جداشده از  Brevibacillus borstelensis AMNآگار توسط سویه  میلک اسکیم

  C۵۰˚ ساعت انکوباسیون در دمای۲۴آب چشمه، پس از 
  

  
در  Brevibacillus borstelensis AMNهای گرم مثبت  سیلبا )۲شکل 
  )X١٠٠٠نمایی  (بزرگ آمیزی گرم رنگ
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  مقاوم به حلال آلی جداشده از چشمه قینرجه سلولی برون درخت فیلوژنی باکتری مولد پروتئاز قلیایی )۳شکل 

  

 
 Brevibacillusسازی زمان تولید پروتئاز توسط باکتری  بهینه )۲نمودار 

borstelensis AMNبراث، دمای  ، در محیط کشت نوترینتC˚۵۰  میزانو pH 
  ساعت بالاترین میزان پروتئاز را تولید کرده است.۴۸باکتری بعد از ، ۹برابر 

  

  
به همراه  ت، سوپرناتانسوپرناتانت تاثیر دما بر فعالیت پروتئازی )۳نمودار 
دقیقه ۱۰مدت  به C۹۰˚و  ۸۰، ۷۰، ۶۰، ۵۰، ۴۰، ۳۰، ۲۰ در دماهای %۷/۰کازئین 
  بوده است. C۶۰˚بالاترین فعالیت آنزیمی در دمای شد. انکوبه 

  
 و در C۶۰˚فعالیت پروتئازی در دمای ؛ روی فعالیت آنزیمی pHتاثیر  )۴نمودار 

 ،)۶برابر  pH(با میزان  ، بافر فسفات)۵برابر  pH(با میزان  استات بافرهای سدیم
و  ۱۰، ۹برابر  pH(با میزان بوراکس  و ،)۸و  ۷برابر  pH(با میزان   HClتریس_

بالاترین فعالیت را  ۹برابر  pHپروتئاز تولیدشده در .مورد سنجش قرار گرفت ،)۱۱
  داشته است.

  
: بر پایداری پروتئازیکلرید  سدیمهای مختلف  اثر غلظت - ۳- ۵- ۳

) بر %۳۵و  ۲۵، ۱۰، ۵، ۱ ،صفر( کلرید سدیمهای مختلف  تاثیر غلظت
پایداری آنزیمی در نمودار نمایش داده شده است. آنزیم پروتئاز 

ترتیب  به کلرید سدیم% ۵% و ۱۰ساعت در حضور  یکپس از 
با افزایش  ،% فعالیت خود را حفظ کرده است۳۶/۹۲% و ۴۱/۹۶

  .)۵(نمودار  غلظت به تدریج از فعالیت آنزیم کاسته شده است
  های آلی بر پایداری آنزیمی حلال تاثیر - ۴- ۵- ۳

های آلی  حلال %۲۵ساعت انکوباسیون در حضور ۲نتایج حاصل از 
ترتیب ایزوپروپانول و اتانول  های آلی به نشان داد که بین حلال

فاقد (باعث افزایش فعالیت پروتئولیتیکی نسبت به نمونه کنترل 
ی در های آلی تغییری زیاد شده و در مقابل سایر حلال) حلال

توان به این  اند. با مقایسه نمودار می فعالیت پروتئازی ایجاد نکرده
نتیجه رسید که پایداری آنزیم در حضور ایزوپروپانول بیشتر از نمونه 

0

20

40

60

80

100

120

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108

ی 
یم
آنز

ت 
الی
فع

(%
)

)ساعت(زمان 

0

30

60

90

120

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

ی 
یم
آنز

ت 
الی
فع

(%
)

دما  (°C)

0

20

40

60

80

100

120

4 5 6 7 8 9 10 11 12

ی 
یم
آنز

ت 
الی
فع

(%
)

pH



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــمهناز نصر طاهری و همکاران ــــــــــــــــــــــــــــــ ۱۴۸

   ۱۳۹۷ زمستان، ۱، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تربیت دانشگاه فناوری زیست

مانده در حضور سایر  کنترل بوده است. میزان فعالیت پروتئازی باقی
  .)۶(نمودار  % بوده است۷۱ها، بیش از  حلال

  

  
بر پایداری پروتئولیتیکی آنزیم  کلرید سدیمهای مختلف  غلظتتاثیر  )۵نمودار 

 B. borstelensis AMNپروتئاز تولیدشده توسط سویه 
  

  
ساعت انکوباسیون ۲پس از  AMNپایداری پروتئولیتیکی آنزیم سویه  )۶نمودار 

تمامی ؛ rpm۱۲۰و دور شیکر  C۳۰˚های آلی و دمای  از حلال %۲۵در حضور 
  تکرار صورت گرفت.ها در سه  آزمایش

  
  بحث - ۴

در سال . دتولید کنپروتئاز قلیایی  تواند میجداسازی شد که  B. borstelensis AMNدر این پژوهش از نمونه چشمه قینرجه باکتری 
را جدا کردند که قادر به تولید پروتئاز  Brevibacillus sp. PLI-1وانگ و همکاران از چشمه آبگرم اندونزی باکتری  ۲۰۱۲

  .[20]استقلیایی 
زمان انکوباسیون تاثیر بسزایی بر میزان ترشح آنزیم دارد که در این 

ساعت بالاترین میزان پروتئاز را تولید ۴۸پژوهش باکتری بعد از 
زمان از اهمیت والایی برخوردار ، های صنعتی کند. در پروسه می

جویی در  ام واکنش کمتر باشد باعث صرفهچه زمان انج است و هر
از پروتئازی را  ۲۰۱۰و همکاران در سال  کوبرانشود.  ها می هزینه

ساعت پس از انکوباسیون ۲۴جدا کردند که  جنس باسیلوس
  .[21]ندک بیشترین میزان پروتئاز را تولید می

تا  C۵۰˚با توجه به نمودار بالاترین فعالیت پروتئولیتیکی در دمای  ˚C۷۰ ی هاو در دما است˚C۸۰  و˚C۹۰  فعالیت از  %۵۰نیز بیشتر از
دهنده این است که آنزیم  خود را حفظ کرده است که نشان

توان از آن در صنایع مختلف که نیازمند  گرمادوست بوده و می
یکی از اصول بیوتکنولوژیکی در ست، بهره برد. ا دماهای بالا

 pHندها در دمای بالا و یآیندهای صنعتی این است که این فرآفر
های  مزشوند تا از خطر آلودگی توسط میکروارگانی قلیایی انجام می

مطالعات گذشته نشان  .[17]مزوفیل یا اسیددوست مصون باشند
 C۹۰˚تا  C۴۵˚دهد که دمای بهینه برای فعالیت پروتئازی از  می

متفاوت است. نتایج مشابهی نیز در مطالعات گذشته گزارش شده 
پروتئاز قلیایی را از  ۲۰۱۶در سال  همکارانو  راهیمابمانند  ،است Bacillus sp. NPST-AK15  جدا کردند که بهینه فعالیتش در

 پروتئاز تولیدشده توسطهمچنین . [22]است C۶۵˚ ۶۵و  ۶۰دماهای 
% NH1 (B. licheniformis NH1) ۱۰۰ فورمیس لیکنی باسیلوس
پروتئاز تولیدشده  .[23]کند حفظ می C۶۰˚را در دمای  خود فعالیت
 .B)باسیلوس کلاوسی  و Brevibacillus sp. PLI-1 [20] ،[24] (B. stearothermophilus)باسیلوس استیروترموفیلوس  توسط

clausii) [25] ۶۵ترتیب در دماهای  بیشترین فعالیت آنزیمی را به ،
  دارند. C۸۰˚و   ۷۰

نیز مشخص شد که  pHشده، با بررسی نمودار  در پژهش انجام
 ،۱۱تا  ۸های pH، همچنین در است ۹برابر  pHبیشترین فعالیت در 

مانده است. مشابه این نتایج در پروتئازهای  باقی آن % فعالیت۶۷
 AP-MSU 6 (Bacillus، باسیلوس سوبتیلیس [27] (Thermoactinomyces sp. RS1)ترمواکتینومیست  ،CN90 (Streptomyces sp. CN90) [26]جنس استرپتومایسس  جداشده از

subtilis AP-MSU 6) [28] ، باسیلوس لتروسپوروسAK1 (Bacillus laterosporus- AK1) [29]  مشاهده شد که فعالیت
بهینه یک پروتئاز قلیایی  pH. میزان داشتند ۹برابر  pHای در  بهینه

 کامران .[20]گزارش شده است ۹نیز  Brevibacillus sp. PLI-1از 
 pHیک پروتئاز قلیایی از باسیلوس با  ۲۰۱۵و همکاران در سال 

  .[17]را گزارش کردند ۸بهینه 
شده در این پژوهش، موید این است که بالاترین  هنتایج مشاهد

بودن  شود. فعال حاصل می ۹برابر  pHمیزان فعالیت آنزیمی در 
که این آنزیم در این محدوده، نشان از خاصیت قلیایی آن دارد 

موضوع از لحاظ بیوتکنولوژی قابل توجه است. این ویژگی مهم 
عنوان افزودنی در مواد شوینده  برای استفاده از پروتئاز قلیایی به

  .[30]است ۹- ۱۲طور کلی  مواد شوینده رختشویی به pHزیرا است 
در این پژوهش، فعالیت پروتئازی در حضور نمک نیز مورد بررسی 

ای  دهد پروتئاز حاصل در طیف گسترده نشان می قرار گرفت. نمودار
% ۱۰ها فعال بوده و بالاترین فعالت آنزیمی در حضور  از غلظت
% ۴۶%) دارای ۳۵کلرید مشاهده شد. در بالاترین غلظت ( سدیم

  .استفعالیت 
ای برخوردار است  از اهمیت ویژهکلرید  سدیمدر صنایع شوینده نمک 

شدن به ترکیبات  پروتئاز پیش از اضافهسازی  دانه و باعث دانه
شود، همچنین پایداری نسبت به نمک بالا ویژگی  شوینده می

به که (ممتازی برای استفاده در فرآیندهای صنعتی و بیوتکنولوژی 
. در [31]است نیاز دارد) انجام در محیطی با نمک بالا یا فشار اسمزی

ها از  ف پروتئینهای نمکی در اطرا غلطت بالای نمک با ایجاد پل
هیدرولیز آنها توسط آنزیم جلوگیری شده به همین دلیل فعالیت 

یک پروتئاز قلیایی مقاوم به  CAS 5 (Bacillus alveayuensis CAS 5) الویونسیز باسیلوس. [32]آنزیمی کاهش یافته است
 کلرید سدیمای از غلظت  کند که در طیف گسترده نمک تولید می

 کلرید سدیم% ۳۰فعالیت آن در حضور فعال بوده و حداکثر 
 نامه ای ب سویه ۲۰۱۴و همکاران در سال  آنانمالای .[11]است

شناسایی  CAS 7 (Bacillus firmus CAS 7) باسیلوس فیرموس
در  آن کند که بیشترین فعالیت کردند که پروتئاز قلیایی تولید می
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را در نمک با  خود فعالیت %۸۵و حتی کلرید  سدیم% ۳۰ حضور
و همکاران  ابراهیمکه  . در حالی[31]% حفظ کرده است۳۵غلظت 

کلرید  سدیم% ۵ترین فعالیت در حضور الایک پروتئاز قلیایی با ب
توان از  های زیرزمینی می های آب برای درمان چشمه .گزارش کردند

  .[22]های پایدار در برابر غلظت بالای نمک استفاد کرد آنزیم
شته و های آلی فعالیت دا ای از حلال حضور طیف گستردهآنزیم در 

 %۲۵بیشترین فعالیت آن در غلظت ماند.  پایدار باقی می
مشاهده شد. میزان فعالیت آن در % ۱۲۴به میزان  ایزوپروپانول

 ساعت۲پس از ، هگزان، استون، بنزن و متانول اتانول ۲۵%
ه است. بود% ۷۹% و ۸۹%، ۹۱%، ۹۵ %،۱۰۶رتیب ت انکوباسیون به

دهنده این است که آنزیم حاصل از  بنابراین نتایج به وضوح نشان
که بیش از نیمی  یک پروتئاز مقاوم به حلال آلی است AMNسویه 

های آلی مختلف حفظ کرده  % از حلال۲۵از فعالیتش را در حضور 
 با اهمیت تجاری توان از آن در فرآیندهای سنتزی آلی و است و می

 حضور نیازمندا نامحلول در آب هستند و سنتز آنها ناپایدار یکه 
  است، بهره برد.های آلی  حلال
های آلی و مایعات یونی یک موضوع  ها در حلال کارگیری آنزیم هب

از  بعضی .[33]جذاب و قابل پیشرفت در بیوتکنولوژی بوده و هست
(سوبسترا) نامحلول در  های آنزیمی مواد مورد استفاده در واکنش

. در نیاز استیند به حضور حلال آانجام فرمنظور  بهو هستند آب 
سنتزی  های های هیدرولیتیک، واکنش های آلی آنزیم حضور حلال

کنند. با  ، را نیز کاتالیز میاستیند هیدرولیز آکه عکس فر
های  های آب به کل مول کردن حلال آلی، نسبت تعداد مول اضافه

ر واکنش را به سید و میاب مواد موجود در محیط واکنش کاهش می
  .[12]دهد سمت سنتز تغییر می

 CAS 5 (Bacillusیونسیز آلو باسیلوس پروتئاز حاصل ازفعالیت 
alveayuensis CAS 5)  در حضور استونیتریل و ایزوپروپانول

و  وانگ .[11]% افزایش یافته است۲۶/۱۱۲% و ۳۴/۱۱۸ترتیب  به
 .TKU001 (C تایننس کریزوباکتریوم همکاران پروتئاز حاصل از
taeanense TKU001)  را  خود % فعالیت۷۶را گزارش کردند که

ایزوپروپانول افزاینده . [34]کند های آلی حفظ می در حضور حلال
. [31]است% ۶/۱۱۵تا  CAS7 (Bacillus firmus CAS 7) باسیلوس فیرموس فعالیت پروتئولیتیکی پروتئاز قلیایی حاصل از

% ۸۰کمتر از  باسیلوس سرئوس تولیدشده توسطهمچنین پروتئاز 
استون، بنزن و  مانندهایی  را در حضور حلال خود فعالیت

  .[35]کند ایزوپروپانول حفظ می
که فعالیت پروتئازی بالایی در حضور نمک نیز مشاهده یی آنجا از

کاهش فعالیت آب شود، بنابراین  موجبشد و نمک ممکن است 
راه حل مناسبی برای استفاده در ها  پایداری نسبت به حلال

های  با توجه به مزیت. [31]استهای آبی و آلی  واکنش
تواند انتخاب  توان گفت که پروتئاز حاصل می شده، می مشاهده

مناسبی برای استفاده در صنایع شوینده و سنتز مواد آلی در 
  های غیرآبی شود. محیط

شدن  همتوان به عدم فرا های مطالعه حاضر می از محدودیت
امکانات و تجهیزات لازم برای انجام آزمایشات کلونینگ و بیان ژن 
تولیدکننده پروتئاز و تولید پروتئازهای نوترکیب دیگر برای افزایش 

شود در مطالعات آتی  غلظت آنزیم تولیدی اشاره کرد. پیشنهاد می
خاصیت ضدمیکروبی آنزیم، آزمایشات بیوسورفاکتانت و بررسی 

کارگیری در صنایع دیگر مورد ارزیابی قرار  منظور به به ساختار آنزیم
های بیوتکنولوژیکی  گیری از روش توان با بهره گیرد. همچنین می

  عملکرد و پایداری آنزیم را افزایش داد.
  

  گیری نتیجه - ۵
نتایج این مطالعه نشان داد که باکتری جداشده قادر به تولید 
پروتئازی است که دارای خصوصیات متمایزی مانند فعالیت در 

های  قلیایی و پایداری قابل توجه در حضور حلال pHدمای بالا و 
آلی دارد که هر کدام از آنها در صنایع بیوتکنولوژی سنتزی اهمیت 

 توان میرا ها، این آنزیم  این ویژگیدارند. با توجه به  بالایی
های صنعتی معرفی کرد تا در صنایع دارویی و  یکی از آنزیم عنوان به

بیوتکونولوژی برای تولید ترکیبات مهم دارویی و صنعتی در 
  .های آلی از آن بهره برد محیط

  
وسیله از دانشگاه شهید بهشتی برای تامین  بدینتشکر و قدردانی: 
 آید. تحقیق  تشکر و قدردانی به عمل می منابع مالی این

با توجه به اینکه در پژوهش حاضر از هیچ نمونه اخلاقی:  تاییدیه
نیازی انسانی یا حیوانی استفاده نشده است، به کد اخلاق پزشکی 

  .نیست
گونه تعارض  دارند که هیچ نویسندگان اعلام میتعارض منافع: 

 .منافعی وجود ندارد
(نویسنده اول)، نگارنده از نصرطاهری مهن سهم نویسندگان:

(نویسنده پور  غلامحسین ابراهیمی %)؛۳۰مقدمه/پژوهشگر اصلی (
(نویسنده حسین صادقی  %)؛۶۰گارنده بحث (نشناس/ دوم)، روش

  %)۱۰سوم)، تحلیلگر آماری (
دانشگاه شهید بهشتی تامین توسط منابع مالی طرح منابع مالی: 

 شده است.
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