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از مولد پروتئاز  BYK27سويه  كريزئوباكتريوم ايندولوجنسجداسازي و شناسايي باكتري 
  پساب كارخانه شير پگاه كرمان

  دلفاردييارسطو بدو و *شوشترينمكيآبادي، عبدالحميد ياسمين بين
  كرمان، دانشگاه شهيد باهنر كرمان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  27/11/93 :يخ پذيرشتار  30/9/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

 از درصد 25و حدود صنعتي هاي از بازار جهاني آنزيم درصد 65ترين آنزيمهاي صنعتي هستند كه حدود تئازها از جمله مهموپر
ها، تيمار فاضلاب، افزودنيهاي شويندهپروتئازها در صنايع مختلف از جمله . اندرا به خود اختصاص دادهتوليد كل آنزيمها 

در  .كاربرد دارند يو داروساز با اشعه ايكس برداريعكسفيلمهاي  بازيافت نقره از سازي،چرمت نقره و در صنايع غذايي، بازياف
ايجاد هاله در اطراف كلنيهاي رشد كرده . مولد آنزيم پروتئاز از پساب كارخانه شير پگاه كرمان جداسازي شد ياين تحقيق باكتر

از ي سويه داراي بالاترين فعاليت پروتئاز. باشدمينشانگر فعاليت پروتئوليتيك  )درصد 5 (اسكيم ميلك آگاردر محيط حاوي 
. باشدمي  Chryseobacterium indologenesشد كه شناسايي) 16S rRNAيابي ژن توالي(لحاظ بيوشيميايي و مولكولي 

و ميلي مولار  35تريس دياليز در بافر  گذاري با آمونيوم سولفات،اين سويه در سه مرحله رسوبتوسط پروتئاز توليدي 
ميزان فعاليت پروتئازي با استفاده از روش زايموگرافي . شد سازيخالصبه طور نسبي سفاروز -Qكروماتوگرافي تعويض يوني 

 40اي در دمبيشترين پايداري و  pH 8 ،درجه سانتي گراد 40 در دماياين آنزيم داراي بيشترين فعاليت  .مورد تاييد قرار گرفت
 فعاليت پروتئازي فعاليت و پايداريتجاري تاژ باعث افزايش و شوينده  X-100 تريتون .باشدمي pH 8-9 ،درجه سانتي گراد

اين نتايج خاطرنشان  .دهدپروتئازي را نشان ميبيشترين فعاليت  درصد 1در غلظت شوري  پروتئاز توليد شده آنزيم. شدند
شت و سنتز تركيبات با ارزش را وري گوآفاده در بيوتكنولوژي از جمله در صنايع شوينده، فرسازد كه اين آنزيم قابليت است مي

   .باشدميدارا 

  فعاليت و پايداري، كريزئوباكتريوم ايندولوجنسپروتئاز، پساب، : كليدي ه هايواژ

  badoei@uk.ac.ir : ، پست الكترونيكي03433222032: تلفن مسئول، نويسنده *

  مقدمه
 كهآنزيمهاي هيدروليز كننده هستند جمله ها از پروتئاز

آمينه در يك زنجيره پلي پپتيدي اسيد پيوند پپتيدي بين دو
گياهي، جانوري و  از منابع اين آنزيمها. شكنندرا مي

رشد سريع  به علتولي يابي هستند ستميكروبي قابل د
ميكروبها، رشد و كشت آنها در فضاي كم و امكان 

توليد آنزيمهايي با خواص  آنها برايدستكاري ژنتيكي 
بر ها پروتئاز. )8( جديد ارجحيت با منابع ميكروبي است
  ط محيطي واكنشاساس محل واكنش، جايگاه فعال و شراي

  . )13و  12 ،11(شوند بندي ميتقسيم

ترين آنزيمهاي صنعتي هستند آنزيمهاي پروتئوليتيك مهم
صنعتي را به خود  از بازار جهاني آنزيم درصد 60كه حدود 

ي با پيشينه هايآنزيم هاپروتئاز. )14(د اناختصاص داده
در صنايع  و هستندخي در كاربردهاي غذايي و دارويي يتار

هاي تجاري، سنتز سازي، شويندهديگري چون چرم
و بازيافت نقره از فيلم عكس  )36(پپتيدهاي زيست فعال 

كه  يپروتئاز آنزيم .كاربرد دارند )X )22برداري با اشعه 
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به عوامل  ترود بايد نسبها به كار ميدر شوينده
هايي كه در تركيب  سفيدكننده، اكسيد كننده و سورفاكتانت

 .مقاوم باشد و در گرما تخريب نشودند شوينده قرار دار
 هاي پروتئيني سبب بهبوداين آنزيم با قدرت تجزيه لكه

وليد با ت باسيلوس سوبتيلوس. گرددكيفيت شستشو مي
آنزيم پروتئاز قليايي به نام سابتيليزين در اين صنعت پيشرو 

پروتئين  ،تركيب عمده مو و پوست .)21و  20، 19( است
ن ه چرم شامل مراحل مختلفي چوروند تهي. باشدمي

در گذشته از مواد خيساندن، موزدايي و دباغي است كه 
شده كه سبب استفاده ميسديم شيميايي چون سولفيد 

تورم پوست  ،هدف از خيساندن. گرديده استي ميآلودگ
پروتئازهاي . است شدهحيوان بوده كه با قليا انجام مي

ليايي جذب آب را تسريع كرده و زمان لازم براي ق
فوليكول  دهند و با تجزيه پروتئينيساندن را كاهش ميخ
وتئاز مورد رپ .شوندسبب جداسازي مو از پوست مي مو،

بايست به شرايط قليايي سازگار عت مياستفاده در اين صن
كمك به روند انحلال د زيرا گاهي از مواد قليايي براي باش

از  باسيلوس سرئوس .شودپروتئين ريشه مو استفاده مي
جمله ميكروارگانيسمهاي مورد استفاده در اين صنعت 

آنزيم پروتئاز در صنايع غذايي ). 39و  34، 12، 4( است
 .كازئين پروتئين اصلي شير است .كاربرد استبسيار پر

پروتئين بايد لخته  ،هاي لبني چون پنيرفرآوردهتهيه  براي
بنابراين از عوامل كواگوله كننده شير مثل پروتئازها  .شود

ها زيمها در دسته آسپارتيك پروتئازاين آن .شوداستفاده مي
را يكاربرد دارد ز در صنايع نان اين آنزيم .)33( تندهس

گلوتن است و اين پروتئين توسط  ،مده گندمپروتئين ع
شود هيدروليز توليد مي آسپرژيلوساز  آنزيم پروتئازي كه

در نان مورد  وري شدهآپروتئين فرورت شده و به ص
تر كه جذب آن براي انسان راحت دگيرده قرار مياستفا
يك مثال از كاربرد آنزيم پروتئاز در . )17و  16( است

در . وي لنزهاي تماسي استمحلول شستش داروسازي
از آنزيم سابتيليزين حلولهاي شستشوي لنزهاي تماسي م

به دست  sp. 158 Bacillus كه از باكتري شوداستفاده مي

از روشهاي تصفيه پساب لجن فعال، يكي  .)13(آيد مي
  WASيند لجن فعالآدر فر. خانگي و صنعتي است

)Waste activated sludge (باشدمي محصول جانبي اصلي .
از كل هزينه  درصد WAS 50وري و حذف آهزينه فر

پروتئينها تركيب آلي عمده . شوديند تصفيه را شامل ميآفر
WAS آنزيم پروتئاز مي تواند محتواي جامد . )19( هستند
WAS از تشكيل بيوفيلم جلوگيري كند و  و را كاهش داده

از  .)28( حذف پاتوژنها را با شكستن سلولها تسريع بخشد
توان به پساب صنايع مختلف كه غني از پروتئين باشد مي

عنوان سوبستراي ارزان قيمت براي تحريك و القاي توليد 
آنزيم پروتئاز توسط باكتريها استفاده كرد، به عنوان مثال از 
پساب صنايع كشاورزي جهت توليد پروتئاز استفاده 

ي همچنين حضور باكتريهاي مولد آنزيمها. )37(شود  مي
تركيبات  يها در پساب سبب احياهيدروليتيك مثل پروتئاز

مفيدي چون آمينواسيدها، افزايش روند تجزيه ذرات آلي و 
هوازي افزايش ميزان توليد بيوگاز در روند تجزيه بي

 .)29(گردد  مي

 خانوادهمتعلق به   Chryseobacteriumجنس باكتري
Flavobacteriaceae ن تاي از آهاي مختلفگونهباشد و مي-

، C. indologenes ،C. gleum :اند مانندكنون شناسايي شده
C. indolotheticum ،C. meningosepticu ،C. bovis،  

C. scophthalmum ،C. taeanense )26(.  گرم اين باكتري
متحرك، فاقد اسپور و گرانول درون سلولي، ، نامنفي

تمايل به هوازي، شموارگانوتروفيك و داراي رنگدانه زرد م
برخي از . نارنجي و كلنيهاي كروي، درخشان و صاف است

در مورد  .)18( اين باكتري مقاوم به سرما هستندهاي گونه
علاوه بر توليد متالوپروتئاز گزارش شده  C. gleumباكتري 

را نيز دارا  Aاست كه اين باكتري توانايي توليد سولفوباكتين
توانايي توليد  C. taeanense TKU001 .)30( باشدمي

  .)42( پروتئاز مقاوم به حلال آلي و سورفاكتانت را دارد
C. indologenes TKU014  پروتئازي با فعاليت

كند كه براي استفاده كراتينوليتيكي و الاستوليتيكي توليد مي
  باكتريدر تحقيق انجام شده  .)41( در صنعت كاراست



 1395، 1، شماره 29جلد                                               )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

35 

C. indologenes strain BYK27 يع شير كه از پساب صنا
ي توليد كننده و لبنيات جدا شده است به عنوان باكتر

كه قابليت استفاده در بيوتكنولوژي را شناخته شده  پروتئاز
  .داراست

  مواد و روشها
- نمونه :جداسازي ميكروارگانيسمهاي مولد آنزيم پروتئاز

با مختصات  كرمان اهگهاي پساب كارخانه شير پ
كه از شش محل  (N 57˚5'33''E''39'14˚30)جغرافيايي 

جمع آوري شده در فلاسكهاي حاوي يخ به  متفاوت
و  100/1، 10/1آزمايشگاه منتقل شد، سپس در رقتهاي 

يق گرديد و در ارلنهاي قراستريل  با آب مقطر 1000/1
 30در دماي  )ليوفليچم(نوترينت براث حاوي محيط كشت 
با  JISL10)-(JAL TAJHIZ انكوباتور درجه سانتي گراد

ميكروليتر از اين  100به ميزان . سازي شدغني 150ور د
اسكيم ميلك  ليتهاي حاوي محيط كشتپتها روي كش

ساعت در  48پليتها به مدت . كشت داده شد )كيولب(
درجه انكوبه شدند و ارگانيسمي كه  30انكوباتور 

بزرگترين هاله را در اطراف خود ايجاد كرده بود براي 
ده و استوكهايي از آن در دماي مطالعات بيشتر انتخاب ش

  .درجه نگهداري شد - 20

سويه باكتريايي  :شناسايي سويه باكتريايي انتخاب شده
و هاي مورفولوژيكي انتخاب شده بر اساس شاخصه

آميزي گرم، تست كاتالاز و از جمله رنگبيوشيميايي 
و تخمير قند، هيدروليز نشاسته،  SIMاكسيداز، آزمون 

تر ي دقيقبراي شناساي. تعيين ويژگي شد و كازئينژلاتين 
، بدين صورت كه با لي اقدام شدباكتري از طريق مولكو

با استفاده از  16S rRNAژن  ،PCRاستفاده از روش 
 Forward : 5' -AGT TTG ATC CTG GCTپرايمرهاي 

CAG – 3'  باTm = 53/7 ºC   و پرايمرReverse  :5’ –

GGC TAC CTT GTT ACG ACT T-3’  ا بTm = 53/4 ºC 
: باشدبه صورت زير مي PCRمراحل انجام . تكثير شد  )8(

دماي اتصال   ثانيه و 45، سانتي گراددرجه  94دماي اوليه 

دمي فعاليت  ثانيه و 45، سانتي گراددرجه  54 پرايمرها
براي  و ثانيه 90، سانتي گراددرجه  72 آنزيم پلي مراز

 8براي مدت  گراد سانتيدرجه  72 از دماي تكثير نهايي
يابي گرديد و توالي PCRمحصول  سپس .استفاده شد دقيقه

از طريق الگوريتم  ژني بانك با ديگر تواليهاي موجود در
NCBI BLAST مقايسه شد.  

محيط  سازي توليد پروتئاز ازبراي بهينه :ازروتئليد پتو
 NaCl 1/0، درصد 06/0 عصاره مخمر كشتي با تركيب

و درجه سانتي گراد  40 در دماي درصد 1 و گلوكز درصد
9 pH ليتر از اين محيط كشت را در ميلي 50. استفاده شد

از كشت مايع  ليترميلي 5ريخته و  ليتريميلي 250ارلنهاي 
را به آن تلقيح كرده و در حاوي باكتري  نوترينت براث

ساعت  12هر . قرار گرفت دور 150درجه با  40انكوباتور 
اين . شداز محيط كشت برداشت  ساعت 96يكبار در طول 

 10000درجه با دور  4دقيقه در دماي  5به مدت  محلول
و سوپ رويي محلول  شده  (MPW-35IR) سانتريفيوژ

تمام . گرفتبراي سنجش فعاليت آنزيم مورد استفاده قرار 
گيريها سه بار تكرار شده و ميانگين آنها در نظر اين اندازه

منبع نيتروژن و كربن بر  ،دما، نمك، pH تأثير .شدگرفته 
سنجيده اي در آزمايشات جداگانهروي ميزان توليد پروتئاز 

 قبل از اتوكلاو شدن (720P)متر pHبا  pH تنظيم .اندشده
منبع كربن  .گرفت صورت )اتوكلاو ايران طب زعيم(

جداگانه استريل شده و پس از اتوكلاو شدن محيط كشت 
  .شدبه آن اضافه 

گيري فعاليت پروتئاز با روش اندازه :وتئازسنجش پر
Todd )40(  ميكروليتر از سوپ رويي  200 :گرفتصورت

ميكروليتر محلول  100با  ژ شدهوفييمحيط كشت سانتر
درجه بن  37دقيقه در دماي  30به مدت  درصد 1كازئين 

 300براي متوقف كردن فعاليت آنزيم، . گرفتماري قرار 
به  درصد 10) واستيك اسيدتري كلر( TCAميكروليتر 

 4دماي دقيقه در  10و به مدت  شدمخلوط واكنش اضافه 
مخلوط واكنش پس از آن . گرفتقرار  درجه سانتي گراد



 1395، 1، شماره 29جلد                                               )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

36 

 15به مدت  10000با دور  درجه سانتي گراد 4در دماي 
شده  تجزيه نشدهتا تمام پروتئينهاي  شدهدقيقه سانتريفيوژ 

با  nm 280موج در طول جذب سوپ رويي. رسوب كنند
 .شدخوانده  (WPA Biowave II)دستگاه اسپكتروفتومتر 

پس از افزودن در پايان واكنش و آنزيم  ،در نمونه شاهد
TCA  هر واحد فعاليت آنزيم  .اضافه شدبه محيط واكنش

ميكروگرم  1مقدار آنزيم مورد نياز براي آزاد كردن 
  .)25و  24( دقيقه است 1تيروزين در 

كشت پيش :پروتئاز خالص سازي نسبيو  جداسازي
ري به يك ليتر از محيط كشت حاوي باكت نوترينت براث

 درجه با دور 40ساعت در انكوباتور  48و  شدهبهينه تلقيح 
rpm 150  با دور درجه  4سپس در دماي . گرفتقرار

براي . تا سلولهاي باكتري جدا شود شدهسانتريفيوژ  10000
رويي بايد تغليظ صورت  جداسازي پروتئينها از سوپ

محلول،  ليترميلي 100بگيرد به اين صورت كه به ازاي هر 
جهت رسوب گذاري ) مرك( آمونيومگرم سولفات 57

درجه  4و به مدت يك شب در دماي  شداضافه  پروتئينها
دماي پروتئينها نشست كنند، سپس در  كاملاًتا  گرفتار رق
رسوب  رفته،گسانتريفيوژ صورت  10000و دور درجه  4

نمك آمونيوم  براي جداسازي. شدجدا شده و در بافر حل 
 5/7 در mM 35در بافر تريس  سولفات از پروتئينها دياليز

pH  از ستون دياليز شده محلول  .گرفتصورت
. داده شد عبور )cm 1×5(به  زوسفار-Qكروماتوگرافي 

و فعاليت هاي كروماتوگرافي جمع آوري شده ركشنف
براي جداسازي فركشن حاوي  .شدبررسي  آنزيمي آنها

پروتئين با فعاليت آنزيمي آن را در معرض سوبسترا قرار 
كشن حاوي و فر شدداده و فعاليت آنزيمي سنجيده 

  . بيشترين ميزان آنزيم تحت مطالعات بعدي قرار گرفت

 زايموگرافي يك تكنيك مبتني بر الكتروفورز :زايموگرافي

ميزان خلوص پروتئاز . ننده استبراي آنزيمهاي هيدروليز ك
الكتروفورز با  ژل .شدگيري اندازه SDS-PAGEروش با 

غني شده و با انجام ) درصد 1/0( كازئينسوبستراي 

پروتئين داراي . شوندالكتروفورز پروتئينها از هم جدا مي
موجود در ژل  كازئينفعاليت پروتئازي سبب هيدروليز 

  .كندشده و باند روشن ايجاد مي

و  pH تأثير :تعيين ويژگيهاي بيوشيميايي آنزيم پروتئاز
اي بهينه بر pH :دما بر روي فعاليت و پايداري آنزيم

 هايpHگيري فعاليت و پايداري آن در با اندازهآنزيم 
درجه سانتي گراد  37و در دماي  11تا  3مختلف از 

هاي مختلف pHبافرهاي مورد استفاده براي  .شخص شدم
، )4- 5(، سديم استات )12- 11و  4- 3( شامل گلايسين
دماي  .باشندمي)  8- 10(و تريس )  7- 5(سديم فسفات 

گيري فعاليت و بهينه براي آنزيم پروتئاز از طريق اندازه
 تعيين 20- 90و در محدوده دمايي  pH 8پايداري آنزيم در 

  .گرديد

براي  :يونهاي فلزي روي فعاليت و پايداري آنزيم تأثير
يون روي فعاليت و پايداري آنزيم پروتئاز،  رتأثيبررسي 

 :ستفاده شدا mM 10غلظت  محلولهاي يوني زير با
FeSO4-NaCl-KCl-MnSO4-ZnSO4-CaCl2-CuSO4-

CoCl2. ول يوني به مخلوط در ليت، محلابراي سنجش فع
و سپس فعاليت آنزيم  گرديدحال واكنش آنزيم اضافه 

اليت باقيمانده يا گيري ميزان فعبراي اندازه. شدسنجيده 
ابتدا آنزيم را با محلول يوني در دماي اتاق  ،پايداري آنزيم

شد ه، سپس سوبسترا اضافه گرديددقيقه انكوبه  30به مدت 
فعاليت باقيمانده آنزيم ميزان . گرفتو واكنش صورت 
  .)38( دهدميپايداري آن را نشان 

روي  هاي تجاريو شوينده تركيبات مختلف تأثير
اي كه روي با توجه به بازدارنده :و پايداري آنزيم فعاليت

 .زد تخمينتوان كند نوع آنزيم را ميآنزيم اثر مي
، سيستئين PMSF، سرين پروتئاز با EDTAمتالوپروتئاز با 

 مهارPepstatin A و آسپارتيك پروتئاز با  IAAپروتئاز با 
اين عوامل مشابه  تأثيرروش سنجش  .)42( شوندمي

 وEDTA، Triton X100 تركيبات. استيوني  محلولهاي
SDS   عامل اكسيد كننده درصد 01/0در غلظت ،H2O2  در
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هاي تجاري دريا، برف، تاژ، و شوينده درصد 1 غلظت
مورد استفاده قرار  درصد 1كف، بانو و شوما در غلظت 

محلولها به مخلوط  ،سي فعاليت آنزيمربراي بر .گرفتند
 .گيري شدفعاليت آنزيم اندازهواكنش اضافه شده و سپس 

براي سنجش ميزان فعاليت باقيمانده ابتدا آنزيم با محلول 
، گشتدقيقه در دماي اتاق انكوبه  30مورد نظر به مدت 

ا و ب يافتهادامه  سپس با افزودن سوبسترا مسير واكنش
  .شدميزان پايداري مشخص گيري فعاليت باقيمانده اندازه

  نتايج
 سويه :كننده پروتئازايي باكتري توليدجداسازي و شناس

BYK27توليد هاله شفاف بزرگي روي محيط اسكيم ميلك 

. )1شكل( باشدميدهنده توليد آنزيم پروتئاز كرده كه نشان
به لحاظ مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي و  BYK27سويه 

آمده  1در جدول  نتايج آن كه شدبيوشيميايي تعيين ويژگي 
 16S rRNAدقيق اين سويه ژن براي شناسايي . است
يكساني با  درصد 100كه يابي شد توالي

Chryseobacterium indologenes هاداشته و با ديگر گونه 
 درصد C. ginsengisoli 98و  C. arthrosphaerae مانند

 C. indologenesسويه  16S rRNA ژن توالي .شباهت دارد

BYK27 بانك ژني در Gene bank  سي عدد دستر تحت
KM878674  شدثبت.  

براي به دست آوردن  :بررسي توليد پروتئاز در طي زمان
زمان لازم براي رسيدن به ميزان حداكثر توليد آنزيم پروتئاز 

 2در شكل . توسط باكتري رسم منحني توليد لازم است
بر . ساعت آورده شده است 96منحني توليد باكتري طي 

 48به مدت ) ت صفرساع(اين اساس باكتري از زمان تلقيح 
. ساعت روند صعودي در ميزان توليد پروتئاز خود داشت

طبق نتايج حاصل از پنجمين برداشت از محيط كشت در 
مين ساعت از دوره رشد، ميزان جذب سوسپانسون ا 48

به بالاترين ميزان خود  nm 280باكتريايي در طول موج 
 .بود 370 (U/ml) فعاليت آنزيم خام در اين مرحله. رسيد

 
حاصل از فعاليت  BYK27هاله شفاف پيرامون سويه  -1 شكل

  آگار اسكيم ميلكپروتئوليتيك در محيط 
  ويژگيهاي بيوشيميايي و مورفولوژيكي -1جدول
  تستهاي بيوشيميايي  نتايج

  رنگ آميزي گرم -
  كاتالاز +
  اكسيداز +
  تخمير گلوكز +
  SH2توليد  -
  حركت -
  هيدروليز ژلاتين -
  هيدروليز نشاسته +
  هيدروليز كازئين +

  شكل باكتري  ميله اي
  رنگدانه  زرد متمايل به نارنجي
سوپ رويي محيط كشت سانتريفيوژ  :جداسازي پروتئاز

كه با استفاده از نمك آمونيوم  بودهحاوي آنزيم خام  ،شده
يز در بافر ديالسپس با  .شودميگذاري سولفات رسوب

عبور از ستون و پس از آن با  pH 5/7در  mM30 تريس
 .گرفتصورت جداسازي سفاروز -Qكروماتوگرافي 

بر روي ستون  ml/min2محلول دياليز شده با سرعت 
ميلي  Tris-HCl  35ستون كروماتوگرافي با بافر. ريخته شد

ستون داراي بار  .به تعادل رسيده بود pH 8/7با مولار 
آوري پروتئينهاي متصل نشده جمع مثبت است پس ابتدا

 100- 0(مولار  1با اعمال شيب غلظت نمكي . شدند
ار منفي داشتند جدا پروتئينهاي متصل شده كه ب) درصد
 nm280  ليتري در طول موجميلي 2نهاي از فركش. شدند
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جذب گرفته شد و فركشنهاي حاوي پروتئين مشخص 
نها حاوي عدد از آ 12آوري شد كه فركشن جمع 40. شدند

از فركشنهاي حاوي پروتئين، ). 3 شكل(پروتئين بودند 
فعاليت پروتئوليتيكي آنزيم با . فعاليت آنزيمي گرفته شد

 . )32( تكنيك زايموگرافي نيز بررسي شد

دما بر فعاليت و پايداري  تأثير :ويژگيهاي آنزيم پروتئاز
آنزيمها به طور عمده ماهيت پروتئيني دارند و  :پروتئاز

. است مؤثرجه حرارت روي عملكرد و ساختار آنها در
جهت تعيين درجه حرارت مناسب براي عملكرد آنزيم، 

درجه قرار  20- 90ف از لمحلول واكنش در دماهاي مخت
دماي بهينه . شد گيريو ميزان فعاليت آنزيم اندازه گرفته

گراد  سانتي درجه BYK27 ،40 سويهبراي فعاليت پروتئاز 
درجه داراي  90و  70، 50، 20در دماهاي و ) 4شكل ( بود

و  درصد 52±2/0، درصد 84±1/0، درصد 2/0±73
  .باشدپروتئازي ميفعاليت  درصد 3/0±26

كه پيشتر ذكر شد ميزان حرارت روي ساختار  همان طور
آنزيمها اثر دارند و ممكن است در اثر حرارت ساختمان 

. دست بدهد اش را ازهم ريخته و كاراييه پروتئيني آنزيم ب
ميزان پايداري آنزيم در برابر حرارت آنزيم به  يبراي بررس

درجه قرار  20-90دقيقه در دماهاي مختلف از  30مدت 

 .)10و  9( شدو فعاليت باقيمانده آنزيم سنجيده  گرفته
بيشترين درجه سانتي گراد  40 در دماي BYK27پروتئاز 

درجه  50 در دماي .)5شكل ( نشان دادمقاومت حرارتي را 
و در  كرداز فعاليت اوليه خود را حفظ  درصد 2/0±73

از  درصد 50±3/0بيش از درجه  70دماهاي بالاتر از 
  .دادپايداري خود را از دست 

 
  منحني زمان بهينه توليد آنزيم توسط باكتري -2 لشك

  
   سفاروز-Qستون  روي دياليز كيسه محتويات از بارگذاري لمنحني كروماتوگرام حاص -3 شكل
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 دماي بهينه براي فعاليت آنزيم -4 شكل

 
 دماي بهينه براي پايداري آنزيم -5 شكل

 تأثيربراي بررسي  :بر فعاليت و پايداري پروتئاز pH تأثير
pH اين آنزيم به همراه سوبسترا به يروي فعاليت پروتئاز ،

هاي pHدرجه در معرض  37دماي دقيقه در  20مدت 
قرار گرفت و ميزان فعاليت آن  3- 11مختلف در محدوده 

 pH 7-9در محدوده   BYK27پروتئاز . سنجيده شد
 .)6شكل ( بود 8بهينه براي فعاليت آن  pH فعاليت داشته و

به ميزان  4و  3اسيدي  pHفعاليت آنزيم در محدوده 
  pH>9 و در گستره درصد 46±2/0 و درصد 3/0±52

براي سنجش ميزان . يافتكاهش  درصد 20±3/0بيش از 
 يهاي مختلف، فعاليت باقيمانده آنزيمpHپايداري آنزيم در 

دقيقه در  30هاي مختلف به مدت pHكه در معرض را 

پايداري آنزيم مورد . شدگيري اندازه ،دماي اتاق قرار گرفته
به  11 و 10هاي pHبوده و در  8- 9 آزمايش در گستره

و  درصد 18±3/0آنزيم به ميزان  ماندهفعاليت باقي ترتيب
نيز  4و  3 اسيدي pHدر محدوده . شدكم  درصد 2/0±35

 45±3/0و  درصد 56±4/0ميزان پايداري آنزيم پروتئاز به 
  . )7شكل ( كاهش يافت درصد

 تأثير :يونهاي فلزي بر فعاليت و پايداري پروتئاز تأثير
روي فعاليت آنزيم پروتئاز mM  10يونهاي فلزي در غلظت

BYK27 8 در pH  در  سانتي گراددرجه  40و دماي
بر اساس . مقايسه با شاهد بدون محلول يوني بررسي شد

داراي بيشترين اثر محرك بر روي  +K، يون نتايج حاصل
 +Ca2يونهاي  .بود درصد 58±3/0فعاليت آنزيم با افزايش 

 درصد 11±2/0و  درصد 35±1/0سبب افزايش نيز  +Co2و
و  +Naكه يونهاي است  در حالياين . شدند فعاليت آن

Cu2+   18±4/0و  درصد 12±2/0اثر بازدارندگي به ميزان 
كاهنده  درصد 30±2/0به ميزان   +Zn2داشته و يون  درصد

متالوآنزيمها را در برابر  +Ca2. )2جدول ( بودفعاليت آنزيم 
را پايدار  تخريب حرارتي حفظ كرده، ساختمان سوم آنزيم
يونهاي . كندكرده و از آن در برابر اتوپروتئوليز محافظت مي

Ca2+  وZn2+ 32( كننده و بازدارنده هستند ءالقا( .  
  يونهاي فلزي بر روي فعاليت و پايداري آنزيم تأثير -2 جدول

 پايداري فعاليت يونهاي فلزي
No Ion 100 100 

NaCl 88.24±0.2 114.29±0.3 

KCl 158.82±0.3 147.62±0.4 

MnSO4 70.59±0.3 85.71±0.1 

MgSO4 76.47±0.5 95.24±0.3 

ZnSO4 70.59±0.2 80.95±0.5 

CaCl2 135.29±0.1 119.05±0.4 

CuSO4 82.35±0.4 90.48±0.3 

CoCl2 111.76±0.2 95.24±0.2 

FeSO4 94.12±0.3 119.05±0.2 
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  بهينه براي فعاليت آنزيم pH -6 شكل

 
 بهينه براي پايداري آنزيم pH -7 شكل

ميزان پايداري آنزيم در برابر يونهاي مختلف از طريق 
دقيقه در  30مجاورت آنزيم با محلولهاي يوني به مدت 

مانده در  گيري ميزان فعاليت باقيدماي اتاق و اندازه
يون . )9( آمدمقايسه با شاهد فاقد محلول يوني به دست 

K+  افزايش پايداري شدباعث  درصد 47±4/0به ميزان .
يم را پايداري آنز درصد 10بيش از +Na و +Fe2يونهاي

 20±5/0كاهش  با +Zn2كه يون  در حالي افزايش دادند،
 بودداراي بيشترين اثر بازدارندگي  ،درصدي فعاليت

  .)2جدول (

 :بر فعاليت و پايداري پروتئاز تركيبات مختلف تأثير
بب تغييراتي در ميزان س هاتركيبات مختلف مانند بازدارنده

ينده و آشوند كه گاهي اثر افزفعاليت آنزيم پروتئاز مي
براي بررسي اين اثر، آنزيم در طول . كاهنده دارنداثر گاهي 

مختلف مدت زمان واكنش با سوبسترا در معرض انواع 
در مقايسه با  موادو ميزان اثر اين  گرفتهقرار  تركيبات

است  يا تركيب ديگري هشاهدي كه بدون محلول بازدارند
كه مورد آزمايش قرار  تركيباتياز ميان انواع . شدسنجيده 
سبب افزايش  درصد 5±2/0به ميزان  X-100 تريتون گرفت

از فعاليت  درصد 6±3/0به ميزان  H2O2. فعاليت آنزيم شد
 EDTA و SDS مثل تركيباتو ديگر آنزيم را كاهش داد 

ميزان فعاليت آنزيم  از درصد 55±4/0بيش از باعث كاهش 
ميزان پايداري آنزيم پروتئاز در برابر . )8شكل ( گرديدند

سبب  موادبايد سنجيده شود زيرا گاهي اين  تركيباتانواع 
بدين منظور ابتدا آنزيم به . گردندتغيير ساختار آنزيم مي

مختلف در دماي اتاق  تركيباتدقيقه در مجاورت  30مدت 
اقيمانده در مقايسه با شاهد و سپس فعاليت ب گرفتهقرار 
نمونه شاهد اين آزمايش فاقد ماده . شدگيري اندازه

در رابطه با آنزيم مورد . بود يا تركيب ديگري بازدارنده
 درصد 8±2/0به ميزان جزيي  X-100 تريتون آزمايش

از  درصد 9±3/0به ميزان  H2O2 .دادندپايداري را افزايش 
 درصد 25±5/0كاهش  باعث SDS پايداري آنزيم كاسته و

سبب  درصد 50±3/0تا  EDTA. شدآنزيم پايداري  از
  . )8شكل ( شدكاهش پايداري آنزيم 

براي بررسي  :بر فعاليت و پايداري پروتئازشوري  تأثير
اثر شوري روي فعاليت آنزيم باكتريايي محلولهاي نمكي با 

در مجاورت آنزيم در  درصد 0-25غلظتهاي مختلف از 
روي فعاليت آنزيم آن  تأثيرو  گرفتهرار حال واكنش ق

 درصد 100آنزيم  نمك درصد 1در غلظت . دسنجيده ش
 درصد 10و  5، 3در غلظتهاي . فعاليت خود را دارا بود

 درصد 48±2/0تا  درصد 14±2/0از  فعاليت آنزيم،كاهش 
ميزان پايداري و مقاومت آنزيم در . )9شكل ( شد مشخص

 نجش ميزان پايداري، آنزيمس براي .برابر نمك مهم است
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دقيقه در معرض محلولهاي نمكي با غلظتهاي  30به مدت 
مانده آن در مقايسه با  و فعاليت باقي گرفتهمختلف قرار 

از ميان . شدشاهد كه فاقد محلول نمكي است سنجيده 
 درصد 25و  20غلظتهاي ، غلظتهاي مختلف مورد آزمايش

آنزيم شدند پايداري  درصد 45±3/0نمك موجب كاهش 
از  درصد 90±1/0نمك، آنزيم  درصد 1و در غلظت 

  . )10شكل ( فعاليت اوليه خود را حفظ كرد

 
 مختلف بر روي فعاليت و پايداري آنزيم تركيبات تأثير -8 شكل

 

 
 تأثير غلظتهاي مختلف نمك روي فعاليت آنزيم -9 شكل

  

 
 تأثير غلظتهاي مختلف نمك روي پايداري آنزيم -10 شكل

  
 :هاي تجاري بر فعاليت و پايداري پروتئازشوينده تأثير

ها و به منظور كاربرد آنزيم پروتئاز در انواع شوينده
ضور عوامل پودرهاي تجاري بايد ميزان فعاليت آنها در ح

منظور آنزيم در طول مدت  بدين. شوينده بررسي شود
زمان واكنش در مجاورت انواع مختلف پودرهاي 

پودر تاژ . گرفتقرار  درصد 1با غلظت لباسشويي تجاري
ميزان فعاليت آنزيم گشت و  درصد 15±2/0سبب افزايش 

فعاليت  درصد 37±3/0در حضور پودر شوما آنزيم كاهش 
پودرهاي تجاري به سبب  .)11شكل ( را از خود نشان داد

كننده ممكن است سبب تغيير در عوامل سفيدكننده، اكسيد
براي سنجش ميزان پايداري، . ميزان پايداري آنزيم شوند

دقيقه در مجاورت انواع پودرهاي  30آنزيم به مدت 
و  گرفتهدر دماي اتاق قرار  درصد 1تجاري با غلظت 

مانده در مقايسه با شاهد بدون  سپس ميزان فعاليت باقي
يان انواع مختلف از م. شدمحلول حاوي شوينده سنجيده 

 4±1/0پودرهاي مورد آزمايش پودر تاژ سبب افزايش 
نواع ديگر پودر مانند ميزان پايداري آنزيم شد و ا درصد

 و درصد 2±2/0 كاهش به ترتيبسبب  برف و دريا
كه پودر شوما  ، در حاليشدندپايداري  درصد 2/0±10

شكل ( پايداري آنزيم شد درصد 48±2/0باعث كاهش 
12( . 
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  تأثير شوينده هاي تجاري مختلف روي فعاليت آنزيم -11 كلش

  
 هاي تجاري مختلف روي پايداري آنزيمتأثير شوينده -12 شكل

  بحث
دماي بهينه نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه 

 كه با نتايج باشدميدرجه سانتي گراد  40فعاليت اين آنزيم 
توسط باكتري  يدپروتئاز توليمورد آنامالاي و همكاران در 

Bacillus firmus CAS7 آبيدي و ). 7( مطابقت دارد
را به عنوان دماي  درجه 50دماي  2011همكاران در سال 

كه مقاوم به   Botrytis cinereaبهينه براي آنزيم باكتري
هاي زيم پروتئاز باكتريآن). 3(ارائه دادند گرما است، 

Bacillus koreensis BK-P21A   كه يك باكتري
-Pseudomonas aeruginosa MCMBوگرمادوست است 

 سانتي گراددرجه  35و  60به ترتيب در دماهاي   327

آنزيم پروتئاز . )43و  6( بيشترين فعاليت را داشتند
و درجه  40در دماي  L99 Chryseobacteriumباكتري

Chryseobacterium sp. Kr6  بيشترين درجه  50در دماي
در مورد ). 32و  31، 30، 29، 28، 27(فعاليت را دارا بودند 

باكتريهاي از همين جنس چادهاري و همكاران در سال 
 Chryseobacteriumنشان دادند كه آنزيم باكتري 2013

gleum   در مورد ). 30(پايدار است درجه  50تا دماي
درجه  60دماي  Chryseobacterium L99پروتئاز باكتري 

و همكاران در سال به عنوان حد پايداري توسط ال وي 
  ).27(گزارش شد  2010

بهينه براي فعاليت و پايداري پروتئاز مورد  pHبا توجه به 
توان گفت كه اين آنزيم يك پروتئاز خنثي پژوهش مي

در مورد فعاليت بهينه پروتئاز باكتري . دوست است
Bacillus firmus CAS7، 9pH  توسط آنالاماي و همكاران

زامبر و همكاران در سال ). 7(گزارش شد  2014در سال 
2011، pH براي فعاليت پروتئاز  بهينه Pseudomonas 

aeruginosa MCM B-327  ،43(گزارش كردند  8را .(pH 
بهينه براي فعاليت پروتئازي باكتريهاي 
Chryseobacterium taeanense TKU001 

ترتيب به  Chryseobacterium indologenes TKU014و
 پروتئازبراي ). 42و  41(ش شد گزار 7- 10و  7- 8

 Pseudomonasو   Botrutis cinereaباكتريايي 

aeruginosa 7- 9 محدوده پايداري pH  گزارش شده است 
محدوده  2013چادهاري و همكاران در سال . )43و  3(

pH  پايدار براي پروتئاز باكتريChryseobacterium 

gleum  30(ارائه دادند  6- 10را.(  

يون . نزيمها اثر دارنداختار و متعاقبا فعاليت آروي سيونها 
K+ بررسيهاي انجام . دهدفعاليت اين آنزيم را افزايش مي

روي  2013شده توسط چادهاري و همكاران در سال 
Chryseobacterium gleum  نشان داد كه يونهايFe2+  و

Fe3+ بيشترين اثر افزاينده و يونCu2+  داراي بيشترين اثر
در مورد پروتئاز ). 30(روي پروتئاز هستند بازدارنده 

گزارشات چارتورودي و   Pseudomonas stutzeriباكتري
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 +Mg2حاكي از اين است كه يون  2014همكاران در سال 
سبب  درصد 89تا  +Cu2باعث تحريك و يون  درصد 39تا 

پروتئاز توليد فعاليت همچنين ). 11(شود بازدارندگي مي
و  +Kبا يونهاي  Chryseobacterium L99شده توسط 

Zn2+ و با يون  افزايش يافتهAg+ به ميزان  آن از فعاليت
باعث افزايش پايداري  +Kيون ). 27(شود زيادي كاسته مي

تحقيقات صورت گرفته توسط سيناه و . شداين آنزيم نيز 
نشان داد كه  Bacillus EMB9روي  2013كاره در سال 

- زيش پايداري آنزيم ميباعث اف +Kو  +Ca2+, Naيونهاي 

بنا به گزارشات ويجاياراگاوان و همكاران در ). 35(شوند 
باعث افزايش  Bacillus cereusدر  +Ca2يون  2013سال 

شود كه به علت نقش آن در ساختار مولكولي پايداري مي
گزارش  2008وانگ و همكاران در سال ). 40(آنزيم است 

هار كامل پروتئاز سبب م  +Fe2و  +Cu2كردند كه يونهاي 
شود مي Chryseobacterium taeanense TKU001باكتري 

يون  2007طبق تحقيقات رايفل و همكاران در سال ). 42(
Ca2+  به ميزان زيادي باعث افزايش پايداري پروتئاز

Chryseobacterium sp.Kr6  32(شد.(  

EDTA  يك عامل كلاته كننده فلزات است و به عنوان
در اين پژوهش . شودوآنزيمها مطرح ميمهاركننده متال

EDTA نزيم را كاهش داده است كه نيمي از فعاليت آ
شاهدي بر متالوآنزيم بودن پروتئاز مورد مطالعه  احتمالاً
از ميان تحقيقات انجام شده توسط آبيدي و همكاران . است

سبب  EDTAاين نتايج حاصل آمده كه  2011در سال 
 Botrytisپروتئاز باكتري فعاليت آنزيم  درصد 5كاهش 

cinerea همچنين زامبر و همكاران در سال ). 3(شود مي
روي پروتئاز  EDTAو  SDSگزارش دادند كه  2011
و  درصد 45به ترتيب  Pseudomonas aeruginosaباكتري

طبق مطالعات ). 43(اثر بازدارندگي دارند  درصد 25
مشخص گرديد كه  2013چادهاري و همكاران در سال 

EDTA  بيشترين اثر مهاري را روي فعاليت پروتئازي
- βدارد و در حضور  Chryseobacterium gleumباكتري 

در مورد ). 30(يابد مركاپتواتانول فعاليت آنزيم افزايش مي

در غلظت  Chryseobacterium L99 EDTAپروتئاز باكتري
). 27(سبب كاهش فعاليت آنزيمي شدند  mM 10 بالاي
H2O2 حالي كهزايش پايداري آنزيم شد، در باعث اف 

EDTA آنبو  2013در سال . مقاومت پروتئاز را كاهش داد
 X-100 تريتونو  SDS, H2O2و همكاران نشان دادند كه 

اثر   Bacillus koreensis BK-P21Aروي پايداري پروتئاز
گزارش  2010هدار و همكاران در سال ). 6(منفي دارد 
باعث كاهش پايداري آنزيم  درصد 23تا  H2O2كردند كه 

). 15(شود مي Bacillus mojavensisحاصل از باكتري 
طبق تحقيقات صورت گرفته توسط چادهاري و همكاران 

فعاليت  درصد 50سبب كاهش  SDS ،2013در سال 
ه شد Chryseobacterium gleumباقيمانده پروتئاز باكتري 

د رايفل و همكاران در مور 2007در سال ). 30( است
گزارش كردند كه  Chryseobacterium sp.Kr6پروتئاز 
EDTA  منفي بر روي پايداري  تأثير درصد 80بيش از

  ). 32(آنزيم دارد 

در اين پژوهش در غلظتهاي  هآنزيم پروتئاز مورد مطالع
از ميزان فعاليت و پايداريش كاسته  درصد 1نمك بالاتر از 

جاين  .Bacillus spدر مورد پروتئاز توليد شده توسط . شد
نشان دادند كه غلظت بهينه نمك  2012و همكاران در سال 

، آنزيم درصد 24و  درصد 9غلظتهاي  بوده اما در درصد 1
طبق ). 20(فعاليت دارد  درصد 50و  درصد 93به ميزان 

پروتئاز توليدي  2007تحقيقات جوشي و همكاران در سال 
cereus MTCC6840 B.  اي نمك دار درصد 5در غلظت

 درصد 10بيشترين فعاليت بوده و در غلظتهاي بيش از 
آنزيم حاصل ). 23(كاهش مي يابد  درصد 40فعاليت آن تا 

داراي فعاليت  درصد 0- 10در غلظتهاي  B. clausii I-52از 
 2013بدويي دلفارد و كرمي در سال ). 22(باشد بهينه مي

ر د Bacillus sp.JER02گزارش كردند كه پروتئاز باكتري 
آنامالاي ). 9(نمك داراي فعاليت بهينه است  mM 8غلظت 

در مورد آنزيم باكتريايي  2014و همكاران در سال 
Bacillus firmus CAS7  نشان دادند كه اين آنزيم تا غلظت

 .Bآنزيم باكتري ). 7(نمك داراي مقاومت است  درصد 30
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cereus SIU1  درصد 100داراي  درصد 0- 2در غلظت 
 98ميزان پايداري آن  درصد 10ت و در غلظت پايداري اس

جاين و همكاران در سال ). 36(يابد كاهش مي درصد
گزارش كردند كه پروتئاز توليد شده توسط  2012

Bacillus sp.  داراي بيشترين پايداري  درصد 15در غلظت
 و نسبي دوست نمك سويه 22در يك تحقيق ). 20(است 

 پرشور وتئاز از تالابنمك مولد پر كننده تحمل سويه 33

برون توسط زرپرور و همكاران جداسازي و  اينچه
سويه  20باباوليان و همكاران نيز  ).2(شناسايي شده است 

توليد كننده پروتئاز نمك دوست از درياچه نمك آران و 
 ).1(بيدگل جداسازسي و شناسايي نموده اند 

در حضور برخي  BYK27پروتئاز حاصل از سويه 
جاري فعاليت و پايداري اش افزايش پيدا مي پودرهاي ت

ثابت كردند كه آنزيم  2010هدار و همكاران در سال . كند
در حضور  Bacillus mojavensis A21پروتئاز باكتري 

فعاليت دارد و در  درصد Ariel ،100و  Axionپودرهاي 
و  New Det 85  ،89و  Dixan ،Nadhifحضور پودرهاي 

اين در حالي است . مانديم باقي مياز فعاليت آنز درصد 82
 3و  4موجب كاهش جزيي  Arielو  Axionكه پودرهاي 

باكتري شده و پودر اين پايداري آنزيم پروتئاز  درصد
Nadhif  پايداري آنزيم را به همراه داشته  درصد 25كاهش
گزارش   2003آدينارايانا و همكاران در سال  ).15(است 

در  .subtilis PE-11 Bكتري دادند كه آنزيم حاصل از با
به ميزان  درصد 7/0هاي تجاري در غلظت حضور شوينده

طبق گزارشات سينا و . )5(پايداري دارد  درصد 87- 96

 B. cereus SIU1پروتئاز توليدي   2011همكاران در سال 
در  Arielو  Rin ،Surfدر مجاورت پودرهاي شوينده 

 ).36( دارد پايداري درصد 90بيش از  درصد 1/0غلظت 

  كلي گيرينتيجه

در اين مطالعه سويه باكتريايي مولد آنزيم پروتئاز شناسايي 
و مولكولي  كه بر اساس ويژگيهاي بيوشيميايي شد

. تعلق دارد Chryseobacteriumمشخص شد كه به جنس 
 40بهينه براي فعاليت آنزيم پروتئاز حاصله   pHودما 
اين  pHارتي و مقاومت حر ودهحدم. بود pH 8و  درجه
يون . به دست آمد   pH 8- 9 و درجه 40 به ترتيب آنزيم

باعث افزايش ميزان فعاليت و پايداري آنزيم  +Kفلزي 
-X تريتون مورد آزمايش تركيباتاز ميان . پروتئاز گرديد

. شدسبب افزايش ميزان مقاومت و پايداري آنزيم  100
 سبب NaClاز محلول نمك  درصد 1غلظتهاي بيش از 

در حضور شوينده . پايداري و فعاليت پروتئاز شدكاهش 
اين ويژگيها  .افزايش يافتاين آنزيم فعاليت و مقاومت تاژ 

- قابليت استفاده از اين آنزيم را در بيوتكنولوژي نشان مي

قابليتهاي بيوتكنولوژي بررسي ساير آزمايشات براي . دهد
ي پارچه هاي خوني رواز جمله ميزان تجزيه لكه اين آنزيم

  . و لباس در حال انجام است
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Abstract 

Proteases are one of the most important groups of industrial enzymes, constituting 65% 
of worldwide industrial enzyme marketing and around 25% of the total global enzyme 
production. Their use encompasses a great number of applications in different industrial 
sectors, such as detergent additives, in waste treatment processes, silver recovery and 
the food, leather, photographic and pharmaceutical industries. Protease producing 
bacteria were isolated from Kerman,s dairy industry sewage with clear zone surrounding 
colony in Skimmed milk agar plate. Its biochemically tests and 16S rRNA gene 
sequencing showed that it is Chryseobacterium indologenes strain BYK27. The 
extracellular protease secreted by this strain partially purified by a combination of 
ammonium sulfate precipitation, dialysis in Tris-HCl buffer 35 mM and ion-exchange 
chromatography. The temperature and pH optima for activity of produced protease were 
40˚C, pH 8 and for stability were 40˚C, pH 8-9. This enzyme was activated by K+, 
Triton X-100 and commercial detergent Tage. It was also active in 1% concentration of 
salinity. These results showed that protease BYK27 can be used in detergent industry, 
meat tenderization and peptide synthesis. 
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