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  كيدهچ

فراوانـي كـه در   هـاي   شوند و با توجه به كـاربرد  مي صنعتي محسوبهاي  آنزيمترين  قليايي از مهمهاي  پروتئاز :مقدمه
هدف از . اند بسياري قرار گرفته  پژوهشگرانصنعتي دارند، مورد توجه هاي  محيطي و پيشبرد فرآيندهاي  حذف آلاينده
    . استجداسازي و شناسايي مخمر بومي مولد آنزيم پروتئاز قليايي و تعيين فعاليت آنزيم در اين جدايه  ،اين پژوهش

هـاي   گونـه  گري  به منظور غربال. هاي مختلف انجام شد از خاك، آب و پساب كارخانه گيري  نمونه :ها  مواد و روش
قليـايي و محـيط كشـت ميلـك آگـار اسـتفاده        اسيديتهمولد آنزيم پروتئاز قليايي در ابتدا از محيط كشت پپتون آگار با 

مختلـف در توليـد آنـزيم پروتئـاز قليـايي       هاي در مرحله بعد سنجش آنزيم با روش لوري انجام و اثر محيط كشت. شد
     . انجام شد PCRجدايه استخراج و  DNAبراي شناسايي بهترين گونه مولد، . بررسي شد

ترين توليـد آنـزيم پروتئـاز     اي كه بيش جدايه مولد آنزيم پروتئاز قليايي بودند و جدايه 27ها،  از بين تمام جدايه :نتايج
بيشـينه توليـد آنـزيم پروتئـاز قليـايي در      . را داشت براي مراحل بعدي انتخـاب شـد  ) ليتر ميلي /واحد (  525قليايي معادل 
هـاي موجـود در پايگـاه     مخمـر جـدا شـده بـا تـوالي      18s rDNAمقايسـه تـوالي   . براث مشاهده شـد  YPGمحيط كشت 

     . نشان داد ياروويا ليپوليتيكااطلاعات ژنومي حداكثر شباهت جدايه را با گونه 

رسد  مي آن در كشور، به نظرنشدن فراوان اين آنزيم در صنعت و توليد هاي  با توجه به كاربرد :گيري و نتيجه بحث
با توجه به  ،همچنين. تواند در دستيابي به توليد بالاي آنزيم پروتئاز قليايي مفيد واقع شود مي محليهاي  استفاده از سويه

توان اين سويه را به عنـوان سـويه صـنعتي مناسـب معرفـي       مي بودن سويه معرفي شده و توليد بالاي آنزيم زا غير بيماري
     . كرد

 ياروويا ليپوليتيكاپروتئاز قليايي، پپتون آگار، ميلك آگار،  :هاي كليدي واژه
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  .مقدمه
فراوانـي در  هـاي   ميكروبي كـاربرد هاي  امروزه آنزيم 

سـالانه بـازار جهـاني    متوسط رشـد  . صنايع مختلف دارند
). 1 (  افـزايش داشـته اسـت    درصد 3/3صنعتي هاي  آنزيم
هـاي   آنـزيم تـرين   يكـي از مهـم  هـا   اين ميـان پروتئـاز   در

فـروش آنـزيم دنيـا     درصد 60 كمابيشصنعتي هستندكه 
اســاس جايگــاه  پروتئازهــا بــر. اختصــاص داردهــا  بــه آن

ــه دو دســته پروتئازهــاي خــارج ســلولي و    ــاليتيكي ب كات
حــداكثر . شــوند مــي روتئازهــاي داخــل ســلولي تقســيمپ

ــاز ــاي  فعاليـــت پروتئـ ــيدي درهـ ــيديته اسـ ــا  2 اسـ ، 6تـ
، پروتئازهـاي  5/7تـا   5/6 اسـيديته  پروتئازهاي خنثـي در 

ــايي در ــيديته قليـ ــا  8 اسـ ــت 11تـ ــرين ). 3و  2 (  اسـ سـ
ها  فرمول شوينده به قليايي به طور اختصاصيهاي  پروتئاز
هـاي   سـرين پروتئـاز   لحـاظ تجـاري   از .شـوند  مـي  اضافه

ــد   ــاربرد را دارن ــترين ك ــايي بيش ــم. قلي ــرين  مه ــرين ت س
شـوند سـابتيليزين    مـي  هايي كه هم اكنون استفاده پروتئاز

ــده از   ــدا ش ــارلزبرگ ج ــورميس ك ــي ف ــيلوس ليكن  ،باس
، باسيلوس آميلو ليكنـي فـورميس  سابتيليزين بي پي ان از 

 باسيلوس سابتيليس از سابتيليزين اي و سابتيليزينان اي تي
آنزيم پروتئاز قليايي كاربردهاي فراوانـي  ). 5و  4 (  هستند

در صنعت دارد كه شامل صنايع غذايي، صنايع تخميري، 
دبـاغي، مكمـل   و  سـازي  هـا، چـرم   و دترجنـت ها  شوينده

ــنعت   ــي، صـ ــنعت روغـــن كشـ ــور، صـ ــذايي دام طيـ غـ
ــل ــازي و    الك ــاجي، داروس ــنايع نس ــازي، ص . اســت... س
 ،مولد آنزيم پروتئاز قلياييهاي  ميكروارگانيسمترين  مهم

مخمرهاي ترين  مهم. ها هستند و باكتريها  ها، قارچ مخمر
ــده    ــزارش ش ــايي گ ــاز قلي ــزيم پروتئ ــد آن ــا ،مول  يارووي

 ...و آئروبازيـديوم پلـولانس   و  كانديدا اوله آ ،ليپوليتيكا
 ،مولـد آنـزيم پروتئـاز قليـايي    هاي  قارچترين  مهم. دهستن

آسـپرژيلوس  ، آسپرژيلوس فـلاووس ، آسپرژيلوس نايجر

مولـد آنـزيم   هـاي   بـاكتري تـرين   مهـم . هسـتند  نيدولانس
ــايي ــاز قلي ــورميس ،پروتئ باســيلوس ، باســيلوس ليكنــي ف
بـا  ). 13 -6 (  هسـتند  باسـيلوس سـابتيليس  و  آلكالوفيلوس

ــزيم در كشــور و     ــن آن ــه اي ــزون ب ــاز روز اف ــه ني توجــه ب
آنـزيم پروتئـاز قليـايي در صـنايع     كاربردهاي وسيعي كه 

نســبت بــه ســاير هــا  مختلــف دارد و مزايــايي كــه مخمــر
توليد كننـده آنـزيم پروتئـاز قليـايي     هاي  ميكروارگانيسم
و  هـا  پـژوهش تكميل اين  برايرسد كه  مي دارند، به نظر

ــر  ــايي مخم ــاي  شناس ــن    ه ــه اي ــزيم ادام ــد آن ــومي مول ب
ر ايـن  اهـداف اصـلي د  . امري ضـروري اسـت  ها  پژوهش
مخمري هاي  جداسازي، شناسايي و معرفي سويه پژوهش

بومي برتر مولـد آنـزيم پروتئـاز قليـايي و اسـتخراج ايـن       
  .است آنزيم
  

  .ها مواد و روش  
بــه منظــور : مختلــف مخمــرهــاي  ســازي ســويهجدا

خـاك از  هاي  مختلف مخمر، نمونههاي  جداسازي سويه
 ،...رود و  مناطق باغ بهادران، فلاورجـان، حاشـيه زاينـده   

آب از رودخانـه زاينـده رود اصـفهان، دريـاي     هاي  نمونه
ــه  ــارس و نمونـ ــيج فـ ــدران و خلـ ــاي  مازنـ ــاب از هـ پسـ

رب گوجـه فرنگـي و مربـا، قنـد، كيـك و      هاي  كارخانه
آوري  در ظروف استريل جمـع  ...نوشابه، شير و لبنيات و 

پـس از تهيـه سـري     .شد و به آزمايشگاه تحقيقاتي منتقل
ــزان  10-4و  10-3ميكروليتــر از رقــت هــاي 100 رقــت مي

آگـار   YPGحاوي محيط كشـت  هاي  برداشته و به پليت
، )ليتـر  /گـرم  (  20، گلوكز )ليتر /گرم (  10 عصاره مخمر[

، تكميل شده )ليتر /گرم ( 15، آگار )ليتر /گرم (  20پپتون 
اضـافه و بـا اسـتفاده از ميلـه      ]كلرامفنيكل درصد 05/0با 

اي سركج استريل به روش اسپريد پليت كشت داده  شيشه
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درجـه   30 روز در دمـاي  7تـا   3پـس از آن بـه مـدت    و 
  ).14و  8 (  انكوبه شد گراد سانتي
هـر   سـازي   و خـالص  رشد كردههاي   كلونيبررسي .

ــه  ــور جداگان ــه ط ــه ب ــان  : نمون ــدن زم ــس از طــي ش پ
رشـد كـرده رنـگ آميـزي     هـاي   انكوباسيون براي نمونـه 

ساده با استفاده از رنگ متيلن بلو انجام شد و هركـدام از  
متفاوت با استفاده از روش كشـت خطـي بـر    هاي   كلوني

   .آگار ديگر خالص شدند YPGهاي  روي محيط
مولـد آنـزيم پروتئـاز    هاي  اوليه جدايه گري  غربال.

 در ابتــدا از محــيط كشــت پپتــون آگــار بــا     : قليــايي
 2و آگار )  ليتر/ گرم (  20پپتون [ 11و  10، 9هاي  اسيديته
مخمر جداسازي شـده را  هاي  جدايه. استفاده شد ]درصد

كـه قـبلاً در   ( YPG مـايع هاي  در ابتدا با كشت در محيط
تهيـه شـده و    ليتـر   ميلـي  10آزمايش و بـه ميـزان   هاي  لوله

ده و از كـر ساعت، فعـال   48به مدت  )استريل شده بودند
جـدا شـده   هـاي   كه حاوي يكي از جدايـه  YPG هر لوله

پپتون آگار هاي  بود به طريق كشت خطي بر روي محيط
ــون[ ــرم (  20 پپت ــر/ گ ــار ) ليت ــرم  (  15، آگ ــر/ گ ــا ]) ليت  ب

سـاعت   72مختلف كشت داده و براي مدت هاي  اسيديته
در مرحلـه  . قـرار داده شـد   گراد  سانتيدرجه  30در دماي 

 50شير بدون چربـي   [ميلك آگاربعدي از محيط كشت 
پـس از تهيـه   . استفاده شـد  ])ليتر /گرم (  15آگار   ،درصد
كـه بـر روي پپتـون     هـايي   ميلك آگار، جدايههاي  محيط

آگار قليايي رشد خوبي داشتند روي محيط ميلك آگـار  
درجـه   30روز در دمـاي   7تـا   3كشـت داده و بـه مـدت    

تـر   راي هالـه بـزرگ  داهاي  جدايه. انكوبه شد گراد  سانتي
  ).6 (  براي مرحله بعد انتخاب شدن

و سنجش فعاليت آنـزيم پروتئـاز    گيري  روش اندازه.
بررسي فعاليت آنـزيم پروتئـاز قليـايي بـر اسـاس       :قليايي
. انجـام شـد  به روش لـوري  ها  پروتئين سنجي  رنگ  روش

از محيط كشت مـايع ميكروبـي بـا     ليتر  ميلي 5ابتدا مقدار 
از پي پت استريل برداشته و به لوله آزمايش تميز استفاده 

 2500دقيقـه و بـا سـرعت     20به مدت  ،سپس. منتقل شد
دور بر دقيقه سانتريفيوژ شد و با استفاده از يك پـي پـت   

از محلـول رويـي حـاوي آنـزيم      ليتـر   ميلـي  1تميز مقـدار  
به ايـن محلـول   . شدبرداشته و به لوله تميز ديگري منتقل 

سوبسترا يا همان محلول كازئين  ليتر  ميلي 1مقدار آنزيمي 
دقيقـه   10به مدت  واضافه  11قليايي  اسيديته با درصد 2

از  پـس . قرار داده شـد  گراد  سانتيدرجه  40در بن ماري 
دقيقه بلافاصله بـه مخلـوط آنـزيم و     10تمام شدن مدت 
ــدار  ــترا مق ــي 2سوبس ــر  ميل ــول  ليت ــري  4/0محل ــولار ت م

اسيد اضافه شد و محتويات لوله براي مدت كلرواستيك 
 4دور بـر دقيقـه و در دمـاي     12000دقيقه با سـرعت   10

از  ليتـر   ميلي 1به  ،سپس. سانتريفيوژ شد گراد  سانتيدرجه 
محلـول كربنـات سـديم     ليتـر   ميلي 5محلول رويي مقدار 

معرف فولين سيو كالتوس فنل بـا   ليتر  ميلي 1مولار و  4/0
بـراي انجـام واكـنش بـه      ياد شدهه و لوله اضاف 1/0رقت 
و در  گـراد   سانتيدرجه  40دقيقه در حمام آبي  20مدت 

دقيقه  20پس از اتمام زمان . شرايط تاريكي قرار داده شد
خـارج و   گـراد   سـانتي درجه  40لوله آزمايش از بن ماري
 660محلول در طول مـوج  ) OD (  جذب يا دانسيته نوري
از روي منحنــي اســتاندارد، ،ســپس. نــانومتر خوانــده شــد

ــدار ال ــر حســب ميكروگــرم    -مق ــروزين آزاد شــده ب تي
 بــر اســاس. و فعاليــت آنــزيم محاســبه شــد  گيــري  انــدازه
يك واحد فعاليت آنزيم پروتئـاز قليـايي مقـدار     ،تعريف

ــد از سوبســتراي كــازئين يــك    آنزيمــي اســت كــه بتوان
و ) دقيقـه  10 (  تيروزين در مدت واكـنش  -ميكروگرم ال

آزاد ) گـراد  درجـه سـانتي   40 دمـاي  (  شرايط آزمـايش با 
 دقيقه محاسبه 10و در زمان  ليتر  د و واحد آن در ميليكن
  ). 13 (  شود مي
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: منحني اسـتاندارد فعاليـت آنـزيم پروتئـاز قليـايي     .
ــول ــا محل ــاوي ي يه  150و  100، 50، 40، 30، 20، 10ح

 1بـه   ،سپس. شدتيروزين تهيه -ال ليتر  ميكروگرم بر ميلي
محلـول   ليتر  ميلي 5مقدار  ياد شدههاي  از محلول ليتر  ميلي

محلول فولين سيو  ليتر  ميلي 1مولار و  4/0كربنات سديم 
بـراي انجـام واكـنش و    و اضافه  1/0كالتوس فنل با رقت 

ــدت    ــه م ــگ ب ــر رن ــاي   20تغيي ــه در دم ــه  40دقيق درج
پـس از   .دو در شرايط تـاريكي قـرار داده ش ـ   گراد  سانتي

 660در طول موج ها  اتمام اين مدت جذب نوري محلول
حـاوي  هـاي   جـذب محلـول   ،بنابراين. نانومتر خوانده شد

تيــروزين بــا ميــزان مشــخص بــر حســب ميكروگــرم  -ال
بـر حسـب    ODبراي رسم منحني استاندارد . مشخص شد
از نــرم افــزار آمــاري ) ميكروگــرم (  تيــروزين -مقــدار ال

SPSS با توجه به مقادير ثابـت و متغيـر داده    .استفاده شد
تبـديل  . معادله خط هم بستگي محاسبه شـد  رايانهشده از 
تيروزين بـر حسـب ميكروگـرم     -به مقدار ال ODمقادير 

آينده بـا اسـتفاده از معادلـه خـط      هاي در تمامي آزمايش
 ه استانجام شد [Y=0.0071X+0.0448] همبستگي آن

 ) 15.(  
مخمـري مولـد آنـزيم پروتئـاز     تعيين جدايـه برتـر   .

كه بهتـرين   هايي  جدايه در اين مرحله از آزمايش: قليايي
و قطر ند رشد را در محيط كشت پپتون آگار قليايي داشت

بيشـتر  ها  از ساير ايزولهها  آنهاي   كلونيهاله شفاف دور 
و سنجش فعاليت آنزيم پروتئاز  گيري  بود به منظور اندازه
 YPGاز محيط كشـت   علتبه همين . قليايي انتخاب شد

كـدورتي  هـا   از هـر كـدام از جدايـه   . براث اسـتفاده شـد  
عدد مخمر  5/1× 108معادل نيم مك فارلند تهيه و تعداد 

 YPGمحـيط كشـت    ليتـر   ميلـي  100حـاوي  هاي  به ارلن
ر انكوبـاتور  ساعت د 72به مدت ها  ارلن. براث منتقل شد

و بــا ســرعت  گــراد  ســانتيدرجــه  30شــيكردار بــا دمــاي 

فعاليـت   ،سـپس . دور بر دقيقه قرار گرفتنـد  100هوادهي 
ــتفاده از روش     ــا اسـ ــايي در آن بـ ــاز قليـ ــزيم پروتئـ آنـ

و جدايـه مخمـري كـه     گيـري  سنجي لـوري انـدازه   رنگ
بيشــترين فعاليــت آنزيمــي را داشــت بــراي شناســايي      

  .انتخاب شد  مولكولي
مختلف در توليد آنزيم هاي  بررسي اثر محيط كشت.

اثـر القـايي مـواد اوليـه در توليـد آنـزيم       : پروتئاز قليـايي 
كـه مـورد    هـايي   محيط كشت. شدپروتئاز قليايي بررسي 

براث، محلـول پپتـون    YPG :آزمايش قرار گرفتند شامل
  ،]آب مقطـر  ليتـر   ميلـي  100  ،) ليتر/ گرم (  20پودر پپتون [

، نيتـرات  ) ليتـر / گـرم  (  25نشاسته محلول [ محلول نشاسته
و مـلاس   ] ليتـر  ميلي 100آب مقطر  ،) ليتر/ گرم (  20سديم

 70، آب مقطــر ليتــر ميلــي 30مــلاس چغنــدر [چغنــدر 
در انكوبـاتور  هـا   پس از تلقيح، همـه ارلـن  . بود ] ليتر ميلي

و بـا سـرعت    گـراد   سـانتي درجـه   30شيكردار در دمـاي  
  .دور بر دقيقه قرار گرفتند 100ي هواده

بـافر   DNAبراي اسـتخراج  : از مخمر DNAاستخراج 
ــتخراج  ــي Tris-HCl 100 [اسـ ــولار،  ميلـ  NaCl 4/1مـ

ــولار،  ــي EDTA 500مـ ــانول   ميلـ ــولار، مركاپتواتـ  2مـ
ــر ــد  ]ميكروليت ــاخته ش ــي 1 .س ــر  ميل ــا   ليت ــافر ب  500از ب

ميكروليتر از محيط كشت مايع حاوي مخمر تركيب شـد  
قـرار   گـراد   سانتيدرجه  65ساعت در دماي  1و به مدت 

دور بـر   8000دقيقه با سرعت  1به مدت ها  نمونه. گرفت
دقيقه سانتريفيوژ و محلول رويي به لولـه جديـدي منتقـل    

م با ميكروليتر مخلوط ايزوآميل الكل و كلروفر 600. شد
دقيقه لولـه بـه    1به مخلوط افزوده و به مدت  1:24نسبت 

دقيقه بـا   8مخلوط به مدت  ،سپس. آرامي تكان داده شد
پــس از  .دور در دقيقــه ســانتريفيوژ شــد 12000 ســرعت

لايـه رويـي بـه     .سانتريفيوژ دو لايه در مخلوط ايجاد شد
لوله ديگري منتقل و به اندازه هم حجم آن ايزوپروپانول 
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مخلوط بـه آرامـي تكـان داده شـد و بـه      . افزوده شد سرد
ــه 60مــدت  ــاي  دقيق ــا دم ــزر ب درجــه  20 منفــي در فري
دقيقــه بــا  5بــه مــدت  ،ســپس. قــرار گرفــت گــراد  ســانتي

ــه ســــانتريفيوژ   12000ســــرعت  . شــــددور در دقيقــ
 درصـد  70مرتبه بـا الكـل اتـانول     دو DNAهاي   مولكول

دقيقـه بـا سـرعت     1شستشو داده و هـر دو بـار بـه مـدت     
رسـوبات در دمـاي   . دور در دقيقه سانتريفيوژ شد 12000

ساعت قـرار داده شـد تـا     2به مدت  گراد  سانتيدرجه  37
ــوند  ــر آب  100حاصــل در  DNA. خشــك ش ميكروليت

گراد  سانتيدرجه  20 منفي مقطر حل و در فريزر با دماي
  ).16 (  داري شدنگه 

 5بـا   DNAهـر نمونـه   : DNA تعيين كيفيت و غلظـت 
 شـكل تركيـب و بـه    3:1ميكروليتر مخلوط بافر به نسبت 

 درصـد  1ز واي در يك چاهك روي ژل آگـار  جداگانه
از نشــانگر  DNAتخمـين غلظـت    بـراي . بارگـذاري شـد  

الكتروفـورز  . جفت باز استفاده شـد  1500با اندازه  اندازه
ژل  ،دقيقـه انجـام و سـپس    20ولت به مدت  100با ولتاژ 

هـاي   غلظـت نمونـه  . دش ـتوسط نور ماورا بنفش مشـاهده  
DNA     از طريق مقايسه موقعيت و شـدت بانـد حاصـل از
DNA    ــوار بنــدي حاصــل از نشــانگر مــورد ــا الگــوي ن ب

از  DNA سازي  به منظور رقيق ،استفاده تعيين شد و سپس
آمـاده شـده   هـاي   آب مقطر استريل استفاده شـد و نمونـه  

   .بعدي در فريزر نگهداري شدهاي  انجام آزمايش رايب
 عمـومي از آغازگرهـاي   پژوهشدر اين : PCRانجام 

ITS4  وITS5      به ترتيب بـه عنـوان آغازگرهـاي سـنس و
بـراي   عمـومي تـوالي آغـازگر   . سـنس اسـتفاده شـد    آنتي
ITS4 ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3' -5'  و

ــراي  ــه  ITS5بــــــــــــــ ــكلبــــــــــــــ  شــــــــــــــ
GATCCTTCCGCAGGTTCAC-3' 5'- است .  

 94شامل دماي واسرشت ابتدايي  PCRمراحل زماني 
درجـه   94دقيقـه، دمـاي واسرشـت     2 گـراد   سـانتي درجه 
گـراد   سـانتي درجـه   56ثانيه، دماي اتصال  45 گراد  سانتي

ثانيـه و   70 گراد  سانتيدرجه  72ثانيه، دماي گسترش  30 
. بـود  دقيقـه  8 گراد  سانتيدرجه  72دماي گسترش نهايي 

 PCRميكروليتر از محصـول   10به منظور تعيين توالي، به 
ــركت      15 ــراي شـ ــافه و بـ ــر اضـ ــر آب مقطـ ميكروليتـ

موجـود در  هـاي   توالي بـا تـوالي  . دشتكاپوزيست ارسال 
پايگاه اطلاعات ژنومي ژن بانك و با استفاده از نرم افزار 
بلاست با يكـديگر مقايسـه شـد و نـوع مخمـر در سـطح       

  .ص شدجنس و گونه مشخ
  
 .نتايج

مولـد آنـزيم پروتئـاز    هـاي   غربالگري اوليه جدايـه .
 27جداسـازي شـده، تعــداد   هــاي  از بـين جدايـه  : قليـايي 

 جدايه رشد خـوبي را در محـيط كشـت پپتـون آگـار بـا      
جدايـه در   10قليايي نشان دادند كه از ايـن ميـان    اسيديته

ــه شــفاف وســيعي در اطــراف    محــيط ميلــك آگــار هال
هـاي   تكشان مشاهده شـد و بـه عنـوان جدايـه    هاي   كلوني

  .مولد آنزيم پروتئاز قليايي انتخاب شدند
توليد : تعيين برترين مخمر مولد آنزيم پروتئاز قليايي

جدايه مشـخص شـده در    10آنزيم پروتئاز قليايي توسط 
مرحله قبل كه در محيط شير بهترين توليد آنزيم پروتئـاز  

 38جدايـه  . ند بررسي شدقليايي را از خود نشان داده بود
بيشـترين  )  ليتـر  ميلي /واحد (  460با فعاليت آنزيمي معادل 

فعاليت آنزيمي را نشان داد و براي مرحله بعدي آزمايش 
  ).1 شكل (  انتخاب شد
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با رنگ آميزي آبي  38تصوير ميكروسكوپي جدايه  -1شكل 

  متيلن
مختلف در توليد آنزيم هاي  بررسي اثر محيط كشت.

 YPGهـاي   در اين آزمايش محيط كشت :پروتئاز قليايي
براث، محلول پپتون، محلول نشاسته و مـلاس چغنـدر در   

ــتفاده     ــايي اس ــاز قلي ــزيم پروتئ ــد آن ــدتولي ــايج در . ش نت
 .آورده شده است 5و  4، 3، 2هاي  شكل

فعاليت آنزيم پروتئاز قليايي در محيط ملاس چغنـدر  
سـاعت بـه ترتيـب     120و  96، 72، 48، 24هـاي   در زمان
)  ليتـــر ميلـــي/ واحـــد ( و صـــفر  20، 32، 30، 20معـــادل 
شد كه حـداكثر فعاليـت آنـزيم توليـد شـده       گيري  اندازه

 ). 2شكل  ( آمد  ساعت به دست 72پس از 

فعاليت آنزيم پروتئاز قليايي در محيط محلـول پپتـون   
سـاعت بـه ترتيـب     120و  96، 72، 48، 24هـاي   در زمان
ــادل  ــد (  90 و 100، 115، 115، 110مع ــي/ واح ــر ميل )  ليت
شد كه حـداكثر فعاليـت آنـزيم توليـد شـده       گيري  اندازه

 ).3شكل  ( ساعت به دست آمد  72پس از 

فعاليت آنزيم پروتئاز قليايي در محيط محلول نشاسته 
سـاعت بـه ترتيـب     120و  96، 72، 48، 24هـاي   در زمان

)  ليتـــر ميلـــي /واحـــد (  80و  90، 100، 90، 80معـــادل 
توليـد شـده    شد كه حـداكثر فعاليـت آنـزيم    گيري  اندازه

  ).4شكل  ( ساعت به دست آمد  72پس از 

  
مقايسه توليد آنزيم پروتئاز قليايي در محيط كشت ملاس چغندر  - 2شكل 

 دور بر دقيقه 100و سرعت هوادهي  گراد  سانتيدرجه  30در دماي 
  

  
مقايسه توليد آنزيم پروتئاز قليايي در محيط كشت محلول پپتون  - 3شكل 

 دور بر دقيقه 100و سرعت هوادهي  گراد  سانتيدرجه  30در دماي 
  

  
مقايسه توليد آنزيم پروتئاز قليايي در محيط كشت محلول نشاسته  - 4شكل 

  دور بر دقيقه 100و سرعت هوادهي  گراد  سانتيدرجه  30در دماي 
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 YPG مقايسه توليد آنزيم پروتئاز قليايي در محيط كشت -5شكل 

دور بر  100و سرعت هوادهي  گراد  سانتيدرجه  30براث در دماي 
  دقيقه

بـراث   YPGفعاليت آنزيم پروتئاز قليـايي در محـيط   
سـاعت بـه ترتيـب     120و  96، 72، 48، 24هـاي   در زمان
)  ليتــر ميلــي /واحــد (  400 و 430، 450، 370، 350معــادل 
شد كه حـداكثر فعاليـت آنـزيم توليـد شـده       گيري  اندازه

  ).5شكل  (  ساعت به دست آمد 72پس از 
: مخمر مولد آنزيم پروتئاز قليـايي   مولكوليشناسايي 
هـاي   مخمر جدا شده بـا تـوالي   18s rDNAمقايسه توالي 

موجود در پايگاه اطلاعات ژنومي با استفاده از نرم افـزار  
توالي  تحليلبلاست انجام شد و مخمر مورد نظر براساس 

جداسـازي   38جدايـه  . شناسايي شـد  18s rDNAژنومي 
شده از پساب كارخانه رب گوجه فرنگي و مربا حداكثر 

  .نشان دادياروويا ليپوليتيكا با  درصد 99تشابه را به ميزان 
 

  .گيري  بحث و نتيجه
كـه در زمينـه توليـد     هايي پژوهشو ها  آزمايش بيشتر

هـاي   آنزيم پروتئاز قليايي انجام گرفته با استفاده از سـويه 
 1مثال نلسـون و يانـگ  براي . استاندارد و آماده بوده است

توليد آنزيم خارج سـلولي پروتئـاز قليـايي     1987در سال 
). 11 (  را بررســي كردنــد كانديــدا اولــه آتوســط مخمــر 

كنترل ژنتيكـي توليـد    2001در سال  2كلوديا و همكاران

ياروويـا  موتانـت  هـاي   آنزيم پروتئـاز قليـايي را در سـويه   
در سال  4چي و همكاران). 17 (  كردندارزيابي  3ليپوليتيكا

 آئروبازيــديوم پلــولانستوانســتند مخمــر دريــايي  2007
ز رسوبات كارخانـه نمـك   مولد آنزيم پروتئاز قليايي را ا

چين جداسازي  5در اطراف خط ساحلي دريا كينگ دائو
موفـق بـه    2011در سـال   6آكپينار و همكـاران ). 8 (  كنند

مولد آنزيم پروتئاز قليايي از  ياروويا ليپوليتيكاجداسازي 
هـاي   از پسـاب كارخانـه  ياروويا ليپوليتيكا ). 6 (  پنير شدند

ــد   ــازي شـ ــفهان جداسـ ــهر اصـ ــه در  از . شـ ــا كـ آن جـ
آمـاده اسـتفاده شـده    هـاي   مختلف از سـويه  هاي پژوهش
 در اين زمينه كمتر به چشـم  گري  غربالهاي  روش ،است
بـه   2007براي مثال چـي و همكـاران در سـال    . خورد مي

كازئين اضـافه   درصد 2/0آگار  YPGمحيط كشت پايه 
كردند كه اين امر قطعـاً توليـد آنـزيم پروتئـاز قليـايي در      

در  7بهشتي مĤل و همكاران. كند را مشخص نميها  جدايه
هـاي   اسـيديته  از محيط كشت كازئين آگار با 2009سال 

اسـتفاده كردنـد و نتـايج خـوبي را بـه       11و  10، 9قليايي 
در ابتـدا از محـيط    پـژوهش در ايـن  ). 14 (  دست آوردند

اسـتفاده   11و  10، 9هـاي   اسـيديته  پپتون آگار قليـايي بـا  
شد، با توجه به كم هزينه و ساده بودن ايـن روش، روش  

مولــد آنــزيم هــاي  مناســبي بــراي جداســازي اوليــه ســويه
پروتئاز قليايي بـوده و نتـايج رضـايت بخشـي نيـز داشـته       

ــژوهشذكــر اســت در مقــالات و   شــايان. اســت  هــاي پ
  .اي نشده است وناگون به اين روش اشارهگ

از محــيط كشــت ميلــك  گــري  در مرحلــه دوم غربــال
ــد ــتفاده شـ ــار اسـ ــال. آگـ ــراي غربـ گـــري  ايـــن روش بـ

مولــد آنــزيم پروتئــاز قليــايي بســيار هــاي  ميكروارگانيســم 
در ســال  8بــراي مثــال شــافعي و همكــاران. مرســوم اســت

در سال  9، ابراهيم و همكاران2011، آكپينار در سال 2010
ــاران 2007 ــا و همك ــال  10، ونتوس ــدو و 1982در س ، داوي
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گـري   از اين روش بـراي غربـال   1987در سال  11همكاران
، 13 (  مولد آنزيم پروتئاز قليايي اسـتفاده كردنـد  هاي  ايزوله 

ــت از  ). 19و  18، 6 ــي حكاي ــين محيط ــر روي چن ــد ب  رش
با توجه به اين كه . ترشح آنزيم پروتئاز خارج سلولي دارد

استفاده از محيط پپتون آگار مقياسي از مقدار ترشح آنزيم 
ميلـك  هـاي   گذاشـت از محـيط   پروتئاز در اختيار مـا نمـي  

آگار استفاده شد كه در اثر هيدروليز كازئين محـيط كـدر   
ده از اسـتفا  ،بنابراين. شود مي و سفيد رنگ به شفاف تبديل

مولـد  هـاي   ميكروارگانيسـم  گري  اين دو روش براي غربال
كه براي جداسازي اكثر است  آنزيم پروتئاز قليايي مناسب

در ايــن . مولــد ايــن آنــزيم قابــل انجــام اســتهــاي  جــنس
كه هاله  هايي  نيز بيشتر بودن فعاليت آنزيمي جدايه پژوهش

تري ايجاد كـرده بودنـد بـا سـنجش بـه روش       شفاف وسيع
بـراث، محلـول    YPGهـاي   محيط كشـت  .لوري تاييد شد

نشاسته، محلول پپتون و ملاس چغنـدر بـراي توليـد آنـزيم     
هـا،   از ميان اين محـيط كشـت  . شدپروتئاز قليايي آزمايش 

بــراث بهتـرين توليــد آنـزيم پروتئــاز    YPGمحـيط كشـت   
اين محيط كشت يك محيط كشت غنـي  . قليايي را داشت
س سلولي از آن باعث افزايش بيوماستفاده  كننده است كه
بـه  هـا   شـود در حقيقـت تعـداد سـلول     مـي  به مقدار مناسب

ميزاني رسيده است كه بتواننـد در فـاز توليـدي در محـيط     
دوي  .اصلي مقدار بالايي آنزيم پروتئاز قليايي توليد كننـد 

، چــي و همكــاران در ســال  2009در ســال  12و همكــاران
از محيط كشت محلول نشاسته به عنوان محـيط القـا    2007

ــه ترتيــب توســط   كننــده توليــد آنــزيم پروتئــاز قليــايي ب

ــايجر  ــپرژيلوس ن ــولانس و  آس ــديوم پل ــتفاده  آئروبازي اس
هــم اســتفاده از محــيط محلــول  پــژوهشدر ايــن . كردنــد

ــاي  ــزيم قلي ــا ي توســط نشاســته باعــث القــا توليــد آن يارووي
 بـراي بـار   نخسـتين محيط كشـتي كـه بـراي     .شد ليپوليتيكا

 پـژوهش توليد آنزيم پروتئاز قليايي توسط مخمرها در اين 

استفاده شد، محيط ملاس چغندر بود ولي متأسـفانه نسـبت   
بـراث كـه بـالاترين توليـد ايـن آنـزيم را        YPGبه محـيط  

كه به  داشت اين محيط كشت، محيط توليدي مناسبي نبود
رسد كاهش توليد آنزيم به علـت كـاهش بيومـاس     مي نظر

سلولي كـه ناشـي از غلـيظ بـودن محـيط كشـت و وجـود        
نبـود   علتبه  ،مقادير زياد تركيبات قندي است و همچنين

تركيبات پروتئيني به عنوان القا كننده و وجود بيش از حـد  
 تركبيات قندي كـه احتمـالا نقـش مهـار كننـدگي دارنـد،      

براث بيشـترين توليـد در    YPGاز محيط كشت  پس. باشد
البته قبلاً اين محيط توسـط رانـي   . محيط پپتون مشاهده شد

، شـافعي و همكـاران در سـال    2012در سال  13و همكاران
بــه عنــوان يــك  2007و چــي و همكــاران در ســال  2010

محيط كشت القـا كننـده توليـد آنـزيم پروتئـاز قليـايي بـه        
، استرپتومايسـس  14كـالوفيلوس باسـيلوس آل ترتيب توسـط  
گـزارش شـده   آئروبازيديوم پلـولانس  و  15آلبيدوفلاووس

تركبيـات   نبـود بود و با توجه به بالا بودن ميزان پـروتئين و  
قندي در محيط، القاي توليد آنزيم پروتئاز قليـايي در ايـن   

با توجه به اين كه جدايه مربوطه  .محيط امري بديهي است
شهر اصفهان هاي  از پساب كارخانه اياروويا ليپوليتيكيعني 

توانـد   مـي  رسد استفاده از سويه محلـي  مي به نظر ،جدا شد
در دستيابي به توليد بالاي آنزيم پروتئاز قليايي مفيـد واقـع   

زا بودن سويه معرفـي   با توجه به غير بيماري ،همچنين. شود
تـوان ايـن سـويه     مي شده و توليد بالاي آنزيم در اين سويه

 .عنوان سويه صنعتي مناسب معرفي كردرا به 

 
  تشكر و قدرداني

نگارندگان اين مقالـه از معاونـت محتـرم پـژوهش و     
فناوري و مديريت تحصيلات تكميلي واحد فلاورجـان،  

هـاي فنـي و اجرايـي     دانشگاه آزاداسلامي بـراي حمايـت  
  .كنند تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Introduction: Proteases are the most important industrial enzymes. These enzymes have gained 
much attention due to their industrial applications in eliminating the environmental pollutions 
and improving the industrial processes. The aims of this research were the isolation and 
identification of native yeasts that were able to produce the alkaline protease. 

Materials and methods: Several samples of soil, water and wastewater were collected from 
various places. The culture media used for screening of yeast spp. with potential of alkaline 
protease production were alkaline peptone agar and alkaline milk agar. The alkaline protease 
activity in potential spp. was measured using Lowry method. The effects of different culture 
media on the production of alkaline protease by selected yeast isolates were determined. For 
molecular identification of the best isolate, the DNA extraction was performed and the PCR 
followed using universal 18s rDNA primers. 

Results: Among 27 isolates with the capability of alkaline protease production, one isolate with 
the most enzyme activity, 525 u/ ml, was selected for further processing. The best culture 
medium for alkaline protease production was YPG broth. The comparison of 18s rDNA 
sequence from isolated yeast with the highest enzyme activity, with the genomic database 
available in Gen Bank, using BLAST software showed that our yeast isolate had the highest 
similarity with Yarrowia lipolytica. 

Discussion and conclusion: According to numerous applications of alkaline proteases 
industrially and the lack of their production in our country, the native strains could be beneficial 
for their production. Regarding to non-pathogenicity and high productivity of alkaline protease 
by our isolated yeast, Yarrowia lipolytica, this isolate could be introduced as an amenable strain 
for industrial production of alkaline protease. 

Key words: Alkaline Protease, Milk Agar, Peptone agar, Yarrowia lipolytica, Yeast 
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