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 ها مجله دنیای میکروب
 4931( بهار 22سال هشتم شماره اول )پیاپی 

 41-39صفحات 

 جدا شده از  FJSH2سویه  باسیلوس تیکیولنسستولید پروتئاز قلیایی توسط 
 فاضلاب کشتارگاه دام جیرفت

1، بتول قنبری4، زهرا کرمی9، نرجس رمضانی پور2پروین امیری، 1*ارسطو بدویی دلفارد
 

 کارشناس ارشد، دانشگاه شهید 3کارشناس ارشد، دانشگاه پیام نور تهران، گروه بیوشیمی،  2استادیار، دانشگاه شهید باهنر کرمان، گروه زیست شناسی،  1
 مربی، دانشگاه پیام نور مرکز جیرفت، گروه زیست شناسی 4باهنر کرمان، گروه زیست شناسی،  

 چکیده

پروتئازها پرمصرف ترین آنزیم های صنعتی هستند که کاربردهای زیادی در زیست فناوری دارند. به طوری که  سابقه و هدف:

 pHدرصد از بازار جهانی آنزیم های صنعتی را به خود اختصاص داده اند. پروتئازهای قلیایی به دلیل مقاوم بودن در  06حدود 

قلیایی و حضور عوامل سورفاکتانت یا اکسیدکننده بسیار مهم می باشند. این مطالعه با هدف جداسازی و شناسایی سویه مولد 

 پروتئاز از فاضلاب کشتارگاه دام جیرفت انجام شد.

نمونه های فاضلاب کشتارگاه دام شهرستان جیرفت انجام شد. سویه مولد   این مطالعه به صورت مقطعی بر روی  :مواد و روش ها

پروتئاز با   تکثیر و سپس تعیین توالی گردید. PCRبا روش  S rRNA61پروتئاز در محیط اسکیم میلک آگار غربالگری گردید. ژن 

روش رسوب دهی با سولفات آمونیوم و کروماتوگرافی تعویض یونی به طور نسبی خالص سازی شد. در ادامه ویژگی های 

 بیوشیمیایی پروتئاز تخلیص شده مورد بررسی قرار گرفت.

پروتئاز   تعلق دارد.  باسیلوس تیکیولنسسبه   درصدی 166جداسازی شده با قرابت   نتایج تعیین توالی نشان داد که سویه یافته ها:

بر  Vmaxو  Kmمقادیر درجه سیلیسیوس نشان داد.  46و درجه حرارت  9معادل  pHتخلیص شده حداکثر فعالیت و پایداری را در 

پایداری پروتئاز در حضور حلال های آلی به دست آمد.  U/ml/min 04794 و mg/ml  0766اساس معادله لاین ویربرگ به ترتیب 

 برابر با افزایش همراه بود. 274و  171به میزان  DMSOسیکلوهگزان و 

فعالیت و پایداری قابل توجه پروتئاز در شرایط قلیایی و در حضور حلال های آلی نشان دهنده پتانسیل قابل توجه این : نتیجه گیری 

 آنزیم برای استفاده در صنعت می باشد.

 باسیلوس تیکیولنسس.پروتئاز قلیایی، فاضلاب، غربالگری،  واژگان کلیدی:

 93مهر ماه پذیرش برای چاپ:    93تیر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکککاتکبکه: ککرمکان، دانشکگکاه شکهکیکد بکاهکنکر، گکروه زیسکت شکنکاسکی.

 badoei@uk.ac.irپست الکترونیک:   63433262644تلفن:    

 م دمه     

 پروتئازها شامل گروه خیلی بزرگ و پی یده ای از آنزیم ها                                                                 

 می باشند که استفاده گسترده ای در صنای  مختل  دارند                                                    

(. پروتئازها به دلیل تکنو  بیکوشیمیایی و کاربکردهای                                                     2و     1  

گستکرده در صنای  چرم سازی، غذایی، پزشکی، شوینده و                                                   

فرآیندهایی مانند تیمار فاضلاب، بازیافت نقره، تولید پروتئین                                                           

هیدرولیز شده، بیوسنتز، تجزیه زیستی و بیوترانسفورمیشن                                                      

اهمیت دارند. آنها در خواصی مانند ویژگی های سوبسترا،                                                     

و دمای بهینه و پایداری                          pHجایگاه فعال و عمل کاتالیزوری                              

(. پروتئازها بر اساس مکانیسم پروتئولیتیک و                                            3متفاوت هستند                

گروه عاملی در جایگاه فعال، به چهار گروه، سرین پروتئاز،                                                        

آسپارتیک پروتئاز، سیستئین پروتئاز و متالوپروتئاز تقسیم                                                                  

به گروه های پروتئاز                       pHمی شوند.  هم نین  بر اساس دامنه                                 

  1( و پروتئاز قلیایی                      6(، پروتئاز خنثی  حدود                        تا      2اسیدی         
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( طبقه بندی می شوند. مناب  اصلی تولید پروتئازها از                                                    12تا    

حیوانات، گیاهان و باکتری ها قار  ها و غیره می باشند. اما                                                          

تولید آنزیم ها از مناب  گیاهی و حیوانی به دلیل شرایط آب و                                                           

(. مناب           4-0هوایی و موضوعات وابسته به آن، محدود است                                           

میکروبی یک قلمرو بزرگ در تولید انوا  پروتئاز اسیدی،                                                     

خنثی و قلیایی را شامل شده است. پروتئازهای قلیایی به دلیل                                                          

  pHمقاوم بودن، پایداری و فعالیت در شرایط سخت مانند                                                 

قلیایی و حضور عوامل سورفاکتانت یا اکسیدکننده ها بسیار                                                       

   باسیلوس       (. از میان باکتری ها، گونه های                                6مهم می باشند                

   a                                                 از ن ر تولید پروتئازهای خار  سلولی حا ز )

اهمیت می باشند. در میان میکروارگانیسم های موجود در                                                    

فاضلاب ها، باکتری ها از اهمیت بیشتری برخوردار هستند و                                                      

به دلیل نقش آنها در تجزیه و تثبیت مواد آلی در طبیعت و در                                                          

 سیستم های تصفیه ایی بیشتر مورد توجه و مطالعه می باشند                                                       

(. تاکنون پروتئازهای قلیایی از گونه های متعددی مانند                                                      1  

 (،      a       am     r       باسیلوس آمووی وروس                  

   باسیلوس سر وس             (،        a         m       باسیلوس پومیلوس               

   a         r       ،)       کواگولانس            باسیلوس   

   a         a   a   PS -       باسیلوس لیکنی فورمیس                    ( و   

   a                rm   RSP-  -                       جداسازی و شناسایی )

 (.      2-16شده است           

هدف از این پژوهش جداسازی و تعیین خصوصیت پروتئاز                                                 

 باکتریایی از فاضلاب کشتارگاه دام شهرستان جیرفت بود.                                                  

 

 مواد و رو  ها               

در این        ال ( غربالگری و جداسازی باکتری مولد پروتئاز:                                              

مکان مختل  از فاضلاب کشتارگاه دام شهرستان                                             از        مطالعه      

نمونه برداری صورت                          N5 °44′26″E)2″41′ 4°جیرفت       

گرفت. نمونه ها در فلاسک استریل به آزمایشگاه انتقال داده                                                        

میکرولیتر بر                166( به میزان            16-4شدند. پس از رقیق سازی                         

روی پلیت های حاوی اسکیم میلک آگار  مر ، آلمان( کشت                                                    

درجه        36ساعت در دمای                41داده شد. پلیت ها به مدت                         

سیلیسیوس برای تعیین فعالیت پروتئولیتیک گرماگذاری                                                  

   (gr(:گردیدند. محیط کشت اسکیم میلک آگار شامل                                      

آگار می باشد.                  672میلک آگار و                67اسکیم میلک،               6701

ایجاد هاله شفاف در اطراف کلنی ها  نشان دهنده فعالیت                                                     

 (.  9پروتئولیتیک می باشد                       

بهترین سویه با قابلیت                       ب( آزمایشات فنوتیپی و بیوشیمیایی :                                    

تولید پروتئاز از لحا  خصوصیات مورفولوژیکی، فیزیولوژی و                                                        

بیوشیمیایی مورد بررسی قرار گرفت. آزمون هایی مانند رن                                                        

 و اکسیداز نیز انجام شد.                           S Mآمیزی گرم، کاتالاز،                    

، باکتری های               DNبه من ور استخرا                    ( شناسایی مولکولی:                     

درجه سیلیسیوس با                    36ساعت در دمای                24رشد یافته به مدت                  

لوپ از سط  محیط کشت جم  آوری گردید و سوسپانسیونی                                                  

ژنومی          DNاز آن ها در آب مقطر استریل تهیه شد. جداسازی                                             

شرکت سیناژن صورت                     DNبا استفاده از کیت استخرا                          

ژنومی          DNگرفت. به من ور تخمین کیفیت و کمیت                                   

 با رقت            DNاستخرا  شده و نیز جذب محلول رقیق شده                                      

نانومتر           216و     206(، میزان جذب در طول مو  های                             166

میزان           2 /  2 اندازه گیری شد و با استفاده از نسبت                                       

خلوص آن ها تخمین زده شد. برای شناسایی گونه مورد ن ر از                                                        

 استفاده شد.             61S rRNAروش مولکولی             

 از پرایمرهای رفت با توالی                              61S rRNAبه من ور تکثیر ژن                 

5 -        CC   C C  -      F                      و پرایمر برگشت با

  بیونیر،              C  CC      C  C  -      R  -  توالی       

 (.  4کره جنوبی( استفاده شد                         

میکرولیتر بافر                   27میکرولیتر شامل                   2در حجم          PCRواکنش       

PCR             ،)1           میکرولیترdN P         6               ،)میلی مولار 

میکرولیتر آنزیم                   672میلی مولار(،               2MgCl      26میکرولیتر             1

Pol mera e DN   a                     ،)میکرولیتر از هر                   1 سیناژن، ایران

 الگو انجام شد.                   DNمیکرولیتر             2پیکومول( و              26پرایمر          

 در دستگاه ترموسایکلر                      PCRدر ادامه واکنش                

)Eppendor  Ma  er c cler  radien    erman )            با شرایط

درجه        94دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                     دمایی       

چرخه شامل واسرشت شدن در                           36سیلیسیوس و در ادامه                     

  انیه، اتصال در دمای                       4درجه سیلیسیوس به مدت                        94دمای      
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  انیه، طویل شدن در                       4درجه سیلیسیوس به مدت                        2 

 انیه و در نهایت                    96درجه سیلیسیوس به مدت                        62دمای      

 درجه سیلیسیوس به مدت                        62طویل شدن نهایی در دمای                        

 به ژل آگاروز                PCR(. محصول          16دقیقه انجام شد                    1

درصد منتقل و الکتروفورز گردید. سپس با استفاده از کیت                                                        1

به من ور            PCRخالص سازی شد. محصول                        DNاستخرا            

 تعیین توالی به شرکت بیونیر کره جنوبی ارسال گردید.                                                 

به من ور تولید آنزیم، کلنی مورد                                 د( تولید و جداسازی پروتئاز:                             

ن ر برای تکثیر بیشتر به محیط پیش کشت انتقال داده شد. این                                                          

  6 گرم نوترینت برا   مر ، آلمان( و                                    670محیط شامل           

تن یم گردید.                pH     67میلی لیتر آب مقطر می باشد که بر روی                                     

درجه        36ساعت در دمای                24تا      12نمونه ها به مدت                 

سیلیسیوس گرماگذاری شدند. پس از رشد باکتری ها، محیط                                                      

کشت  اولیه حاوی باکتری به محیط تولید اضافه شد. این                                                    

   172سیتریک اسید،                 6702گلوکز،           g/l)     :6702(محیط شامل           

،    4HPO2     172عصاره مخمر  لیوفیل م، ایتالیا(،                                 

67612  4MgSO   ،67612     2CaCl     6712و NaCl          ، مر 

  36ساعت در دمای                41تا      24آلمان( بود. نمونه ها به مدت                             

درجه سیلیسیوس گرماگذاری گردید. به من ور جداسازی                                                 

آنزیم ها، محیط کشت حاوی باکتری های تکثیر یافته به مدت                                                       

  g    16666درجه سیلیسیوس در دور                        4دقیقه در دمای                 16

سانتریفیوژ شدند. روماند حاوی آنزیم از رسوب جداسازی                                                    

 (.  16گردید         

 پروتئین های موجود در محیط کشت بر اساس پدیده                                             

 رسوب دهی با نمک، با استفاده از نمک سولفات آمونیوم                                                 

 درصد رسوب داده شدند. با استفاده از سانتریفیوژ،                                                   1

پروتئین ها جم  آوری و در حداقل بافر حل شدند. سپس با                                                     

کمک روش دیالیز نمک از محلول پروتئینی جداسازی                                              

گردیدند. تخلیص نسبی به وسیله ستون کروماتوگرافی                                                

( انجام شد. برای این من ور ابتدا                                  Sep aro e- تعویض یونی              

به      pH  76 میلی مولار             46میلی لیتر بافر تریس                     16ستون با         

میلی لیتر آنزیم                   1تعادل رسید. محتوی کیسه دیالیز که شامل                                       

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

، نمونه های متصل                   pH 67میلی لیتر بافر تریس                       16ستون با         

مولار(          67 صفر تا           NaClشده به ستون با ایجاد شیب نمکی                               

 جداسازی شدند و فعالیت آنزیمی آنها اندازه گیری گردید.                                                    

فعالیت پروتئازی در                    ه( تعیین ویژگی های بیوشیمیایی پروتئاز:                                        

  16درجه سیلیسیوس با توالی                          96تا      36دماهای مختل                 

  6 2درجه( بررسی گردید. مخلو  واکنش استاندارد شامل                                               

میکرولیتر             pH   ،136   67میلی مولار             16میکرولیتر بافر تریس                     

  26درصد(  لیوفیل م، ایتالیا( و                                17سوبسترا  محلول کاز ین                       

 دقیقه در دمای               26میکرولیتر آنزیم بود. میکروتیوپ ها به مدت                                          

 درجه سیلیسیوس گرماگذاری شدند. پس از این مدت                                             36

 تری کلرو              C درصد        16میکرولیتر محلول                   466

کربوکسیلیک اسید( افزوده شد تا عملکرد آنزیم متوق  گردد.                                                        

جداسازی           g    12666سپس رسوب حاصله با سانتریفیوژ با دور                                     

نانومتر توسط دستگاه                       216شد. جذب روماند در طول مو                            

اسپکتروفتومتر اندازه گیری گردید. در تمامی واکنش ها از                                                       

به       C محلول شاهدی استفاده شد که آنزیم پس از افزودن                                              

مخلو  واکنش افزوده شده بود. منحنی فعالیت آنزیمی بر                                                    

حسب دماهای مختل  رسم گردید. پایداری دمایی آنزیم                                                 

  96تا      36پروتئاز با گرماگذاری آنزیم در طی  دمایی مختل                                                

ساعت انجام              1درجه به مدت               16درجه سیلیسیوس با توالی                        

شد. فعالیت باقی مانده آنزیم بر اساس روش استاندارد اندازه                                                          

(. فعالیت آنزیمی در حضور غل ت های                                   11گیری گردید              

و     mKمختل  سوبسترا نیز اندازه گیری و مقادیر پارامترهای                                                   

ma                                          .نیز بر اساس رابطه لاین ویربرگ تعیین شد 

با استفاده از یک بافر                         pHفعالیت پروتئازی در مقادیر مختل                                  

مخلو  شامل تریس باز، سدیم فسفات، سدیم استات و                                               

میلی مولار محاسبه شد. فعالیت آنزیمی                                      166گلیسین با غل ت                

درصد و در              17نمونه ها با استفاده از سوبسترای کاز ین                                        

شرایط استاندارد انجام گرفت. منحنی فعالیت آنزیمی بر حسب                                                        

pH                      رسم گردید. پایداریpH                                 پروتئاز با گرماگذاری آنزیم در

به مدت          12تا      3های مختل  در محدوده                        pHبافر مخلو  با             

 رابطه  ین ویربر                     
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یک ساعت در دمای اتا  انجام شد. سپس میزان فعالیت باقی                                                      

 مانده پروتئازی بر اساس شرایط استاندارد اندازه گیری                                                    

 (.      12گردید         

MgSO4  MnSO4  FeSO4  CuSO4 nSO  4 تا یر یون های             

   Cl  NaCl2  HgCl2  CoCl2CaCl           و ترکیبات 

  2.M.E   .    2O2SDS  ED    H                        بر روی تولید پروتئاز

میلی مولار              مورد بررسی قرار گرفت. این ترکیبات در غل ت                                           

تهیه شدند. فعالیت آنزیم در محلول                                     pH    67در بافر تریس با                 

درصد در ن ر گرفته شد. به                            166واکنش فاقد این یون ها                       

من ور بررسی ا ر یون های فلزی بر روی پایداری پروتئاز،                                                      

ساعت در حضور یون ها و ترکیبات مختل                                        1آنزیم به مدت              

میلی مولار در دمای اتا  گرماگذاری و در نهایت                                                در غل ت         

فعالیت باقی مانده آنزیم مورد سنجش قرار گرفت. فعالیت                                                     

درصد در ن ر               166پروتئازی در عدم حضور ترکیب به عنوان                                     

 (.  13گرفته شد            

 غلطت مورد ن ر از حلال های آلی مختل   متانول،                                           

بوتانول، ایزوپروپانول، تولو ن، کلروفرم، دی اتیل                                                 -1

میلی مولار             166و سیکلوهگزان( در بافر فسفات                                DMSOاتر،    

تهیه شد. فعالیت پروتئازی با استفاده از سوبسترای                                                   pH     67با    

 درصد و در حضور حلال های آلی مختل                                      17کاز ین        

اندازه گیری شد. غل ت حلال آلی در زمان سنجش فعالیت                                                  

می باشد. به من ور اندازه گیری                                 ( / (درصد        46پروتئازی          

 درصد،         16پایداری در حضور حلال های آلی                             

میکروتیوپ های حاوی آنزیم با بافر حاوی حلال های آلی                                                   

بوتانول، ایزوپروپانول، تولو ن، کلروفرم،                                         -1مختل   متانول،                

و سیکلوهگزان( به مقدار مساوی در                                   DMSOدی اتیل اتر،              

دمای اتا  به مدت یک ساعت گرماگذاری شدند. سپس میزان                                                    

 فعالیت باقی مانده پروتئازی در شرایط استاندارد                                               

اندازه گیری شد. در این شرایط غل ت حلال آلی در زمان                                                   

   ( / (درصد         سنجش فعالیت پروتئازی کمتر از                              

 (.  14می باشد           

 به من ور تجزیه و تحلیل نتایج حاصل از                                      و( آنالیز آماری:                  

  neig bor  oiningو روش         ME   5توالی یابی از نرم افزار                         

 استفاده گردید.              
 

 یافته ها        

در این مطالعه کلنی                    ال ( غربالگری باکتری های مولد پروتئاز:                                        

که بهترین هاله شفاف را در محیط اسکیم میلک آگار ایجاد                                                      

کرده بود، جداسازی و به عنوان سوش بهینه مولد پروتئاز                                                     

 (.      1انتخاب گردید  شکل                   

سویه باکتری مورد ن ر                          ب( آزمون های بیوشیمیایی و مولکولی:                                  

یک باکتری گرم مثبت، میله ای، دارای آنزیم کاتالاز، متحر                                                         

  61S rRNAبود. بر اساس اطلاعات مربو  به توالی یابی ژن                                            

 باسیلوس تیکیولینسس                  این سویه متعلق به گونه                        
   a                                                .و در بانک ژنی به  بت رسید ) 

آمده است. نتایج                   2درخت فیلوژنی سویه مورد ن ر در شکل                                   

حاصل از تطبیق توالی و رسم درخت فیلوژنی با نرم افزار                                                     

ME   5          با روشneig bor  oining                       نیز تا ید کننده این

 مطلب بود.           

پروتئاز سکویکه               ( تعیین ویژگی های بیوشیمیایی آنزیم پروتئاز:                                              

FJSH2                                       درجکه        46بیشترین فعالیت دمایی خود را در دمکای

درجکه        96تا      46سیلیسیوس نشان داد. سپس با شیب کندی از                                       

درجکه        06و     6 سیلیسیوس کاهش یافت. این آنزیم در دمای                                     

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

اسکیم میلک آگار. قطر هاله باکتریایی از لبه کلنی تا لبه هاله در ن ر گکرفکتکه 

 شده است.
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درصد از فعالیت اولیه خود را                               06و      0سیلیسیوس به ترتیب                   

(. نتایج حاصل از بررسی پایداری دمکایکی                                      3حف  نمود  شکل               

 نشان داد که این پکروتکئکاز بکیکش از                                  FJSH2پروتئاز  سویه               

درجکه        06تا      36درصد پایداری خود را در محدوده دمایی                                       96

 سیلیسیوس حف  کرده است.                      

نشکان        FJSH2نتایج حاصل از فعالیت و پایداری پروتئاز سویه                                             

   pH    9داد که حداکثر فعالیت و پایداری ایکن پکروتکئکاز در                                               

 درصد فکعکالکیکت خکود را در                          1می باشد و آنزیم حدود                      

حف  کرده است. نتایج پایداری نشکان                                    16تا      pH      1دامنه های           

فعالیت باقی مانده مطلوبی را در                                  FJSH2داد که پروتئاز سویه                     

    9بهینه فعالیکت آن در                      pHداشته است و               9تا      pH    6گستره       

 (.  4می باشد  شکل              

 نتایج حاصل از تا یر غل ت های مختل  کاز ین  صفر تا                                                 

 دقیقه در دمای               26میلی مولار( بر فعالیت آنزیمی به مدت                                      2

 درجه سیلیسیوس در شرایط استاندارد گرماگذاری و                                                36

بر      FJSH2پروتئاز سویه                  maو     mKاندازه گیری شد. مقدار                       

 و   mg/ml    0766اساس معادله لاین ویربرگ به ترتیب                                 

U/ml/min  04794             .به دست آمد 

نتایج بررسی فعالیت آنزیمی در حضور یون ها و سایر                                                 

و     4FeSOترکیبات نشان داد که پروتئاز مورد بررسی در حضور                                                

4MgSO                                                  بیشترین فعالیت را نسبت به نمونه کنترل فاقد یون

مشابه فعالیت نمونه                      nSO 4داشته است. هم نین فعالیت یون                              

 کنترل گزارش شد. آنزیم در حضور یون ها و ترکیبات                                              

4   .      MnSO2NaCl  CoCl                    96تا      06فعالیت خود را بین  

   ED ( در حضور            41درصد حف  نمود و کمترین فعالیت                                 

 (.       مشاهده گردید  شکل                   

بررسی فعالیت پروتئازی در حضور حلال های آلی نشان داد که                                                       

 ME  5.با استفاده نرم افزار  باسیلوس تیکیولینسسدرخت فیلوژنی باکتری : 2شکل 

 در دماهای مختل . FJSH2منحنی فعالیت و پایداری پروتئاز سویه : 3شکل 

 پایداری

 فعالیت
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 حداکثر فعالیت خود را در حضور                                FJSH2پروتئاز سویه              

و کلروفرم             DMSOحلال های سیکلوهگزانول، ایزوپروپانول،                                       

 داشته است. کمترین فعالیت را حلال آلی تولو ن با مقدار                                                     

درصد نشان داد. آنزیم در حضور حلال های آلی دی اتیل                                                    0 

و     16،   16بوتانول و متانول فعالیت خود را به ترتیب تا                                            -1اتر،      

(. پایداری پروتئاز سویه                           0درصد حف  نمود  شکل                      12

FJSH2                   در حضور حلال هایDMSO                 ،سیکلوهگزانول ،

ایزوپروپانول و دی اتیل اتر بیش از نمونه کنترل فاقد حلال                                                        

 ( مربو  به حلال آلی                     0 بود. کمترین فعالیت باقی مانده                                 

 کلروفرم بود. آنزیم در حضور حلال های آلی متانول،                                                

 و   66،   14بوتانول و تولو ن پایداری خود را به ترتیب تا                                             -1

 (.    0درصد حف  نمود  شکل                      06

 بح    

به دلیل قابلیت تولید بالای آنزیم از جمله                                           باسیلوس       سویه های          

پروتئازها از اهمیت ویژه ایی برخوردار هستند. از این بین،                                                         

پروتئازهای قلیایی کاربردهای گسترده ایی در صنای  مختل  از                                                          

 جمله صنای  غذایی، شوینده و... دارا هستند.                                           

مولد پروتئاز از فاضلاب                         باسیلوس       در این پژوهش یک سویه                      

کشتارگاه دام شهرستان جیرفت جداسازی گردید. نتایج شناسایی                                                         

  تیکیولینسس              باسیلوس       مولکولی نشان داد که این باکتری به                                   

 قرابت دارد.             

از ن ر تولید تجاری پروتئاز به ویژه                                      باسیلوس       سویه های          

 پروتئازهای قلیایی بسیار حا ز اهمیت می باشند. پروتئاز                                                      

بیشترین فعالیت و پایداری دمایی خود را در                                            FJSH2سویه      

 درجه سیلیسیوس نشان داد. این نتایج با                                        46دمای      

   باسیلوس سودوفرموس                 فعالیت بهینه پروتئاز سویه های                               

             rm   S        باسیلوس لتروسپوروس                  ( و   

     a        a  r    r   )                 1و     14مطابقت دارد   .) 

  بیشترین          r    S U     لازم به  کر است که پروتئاز سویه                                  

درجه سیلیسیوس نشان داده                             تا       4فعالیت خود را در دمای                       

(. در مطالعه حاضر حداکثر فعالیت و پایداری پروتئاز                                                   10است       

گزارش گردید. از این رو، این                               9معادل         pHدر      FJSH2سویه        

پروتئاز در گروه پروتئازهای قلیایی قرار می گیرد. این یافته با                                                              

 سایر مطالعات انجام شده که پایداری بهینه پروتئاز سویه های                                                        

     r    S U      و      a   a   PS -        درpH         9برابر  

 های مختل .  pHدرمنحنی فعالیت و پایداری پروتئاز : 4شکل 

 FJSH2. ا ر یون های فلزی بر روی پایداری پروتئاز سویه:  شکل 

 پایداری
 فعالیت

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 ارسطو بدویی دلفارد و همکاران جدا شده از فاضلاب کشتارگاه دام جیرفت.  FJSH2سویه  باسیلوس تیکیولنسستولید پروتئاز قلیایی توسط  .1394ها، سال هشتم، شماره اول بهار  دنیای میکروب

 

60 

 (. فعال بودن              0و     4گزارش شده است، هم خوانی دارد                                

آنزیم ها در این محدوده، نشان از ویژگی قلیایی آنها دارد که                                                           

این موضو  در بیوتکنولوژی قابل توجه است. این ویژگی                                                   

برای استفاده از پروتئاز قلیایی به عنوان افزودنی مواد شوینده                                                             

مهم می باشد. زیرا مواد شوینده رخت شویی به طور کلی در                                                      

 (.    16و     4فعالیت دارند                  12تا      pH 1محدوده          

 علاوه بر این، استفاده از این پروتئازها در صنای  شوینده،                                                        

چرم سازی، نساجی، عکاسی و کاربردهای پزشکی نیز اهمیت                                                    

سرعت یک واکنش آنزیمی به طور عمده به                                     فراوانی دارد.               

 غل ت آنزیم و سوبستراهای مختل  مربو  به آن وابسته                                                  

بر اساس           FJSH2پروتئاز سویه                  maxVو     mKمی باشد. مقدار                

  U/ml/min و   mg/ml    0766معادله لاین ویربرگ به ترتیب                            

 به دست آمد.               04794

این یافته نشان می دهد که سرعت بیشینه پروتئاز مورد مطالعه                                                          

 واحد بیشتر از سرعت بیشینه پروتئاز سویه                                        11

           rm   S       U/ml/min )     3713                در مطالعه سن ) 

  Sen     )           و تقریبا  معادل سرعت بیشینه پروتئاز سویه                                          و همکاران

 (       a    a        r       لاکتوباسیلوس برویس                 

U/ml/min)    00700)                       در مطالعه فمی اولاFemi-Ola     )   و

 . ( 19و     11  می باشد         همکاران         

یون های فلزی نقش مهمی را در حف  ساختار جایگاه فعال                                                     

در حضور           FJSH2آنزیم ها ایفا می کنند. پروتئاز سویه                                     

4FeSO     4وMgSO                                         بیشترین فعالیت را نسبت به نمونه کنترل

گزارش           EDفاقد یون نشان داد و کمترین فعالیت در حضور                                           

 شد. گزارشات قبلی نشان داده است که یون های                                         

2  HgCl2   nCl4  CuSO2 Cl   aCl                     موجب مهار پروتئاز

 شده و در حضور یون های                        a  r    r    سویه      

2  CaCl2CoCl   4 وMnSO                                    فعالیت پروتئازی افزایش یافته است

نشان        2663( و همکاران در                orbel  (. مطالعات گوربل                    26  

داد که یون کلسیم نقش عمده ای در فعالیت دمایی بالای                                                   

 (.    21دارد                 r     متالوپروتئاز سویه                   

مقاوم بودن پروتئازها در حضور حلال های آلی یک ویژگی                                                   

کلیدی برای سنتز ترکیبات با ارزش دارویی و صنعتی محسوب                                                      

فعالیت و پایداری قابل توجهی                               FJSH2می گردد. پروتئاز سویه                       

 DMSO را در حضور حلال های سیکلوهگزانول، ایزوپروپانول،                                              

و کلروفرم نشان داد و در حضور سایر حلال های مورد مطالعه                                                       

 درصد فعالیت خود را حف  نمود.                                6 نیز حداقل           

 این یافته با نتایج به دست آمده در مطالعه اولاجو یگبه                                                   

  Ola u igbe                    که در آن فعالیت                   2613( و همکاران در سال

در حضور حلال آلی                     - a   a   PS     پروتئاز سویه              

(. پروتئاز            4درصد گزارش گردید، مشابه می باشد                                     66متانول تا           

نیز در حضور حلال های آلی مختل                                باسیلوس سر وس               سویه      

بنزن، تولو ن، گزیلن، استون و ایزوپروپانول مقاومت قابل                                                       

هم نین گزارش شده است که                         . ( 0توجهی را نشان می دهد                        

در حضور حلال آلی                   rm    C5            پروتئاز سویه              

 (.  22درصد فعالیت خود را حف  می نماید                                     26بوتانول         

  در حضور حلال های آلی. FJSH2 پایداری پروتئاز سویه فعالیت و: 0شکل 

 فعالیت پایداری
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 نتیجه گیری            

مولد پروتئاز              باسیلوس تیکیولینسس                    در این پژوهش، یک سویه                       

قلیایی از فاضلاب گشتارگاه دام جداسازی و شناسایی گردید.                                                       

آنزیم پروتئاز جداسازی شده از این سویه، ویژگی های قابل                                                       

های قلیایی، فعالیت                      pHتوجهی از جمله فعالیت و پایداری در                                   

 در حضور غل ت های نمکی مختل ، فعالیت و پایداری                                               

قابل توجه در حضور حلال های آلی را دارا بود. این نتایج                                                      

نشان دهنده پتانسیل قابل توجه این آنزیم برای استفاده در                                                        

 صنعت می باشد.             

 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید باهنر                                                         

کرمان به دلیل حمایت مالی و همکاری صمیمانه در اجرای این                                                        

 پژوهش کمال امتنان را دارند.                               
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Abstract 

Background & Objectives: Proteases are the most applied industrial enzymes usable in several  

biotechnological industries. These enzymes include approximately 60% of enzyme marketing 

worldwide. Alkaline proteases are the most important enzymes which are stable in the presence of 

alkaline pH, surfactant and oxidizing agents. This study was aimed to isolate and identify the  

protease producing bacteria from slaughterhouse wastes in Jiroft. 

Materials & Methods: This cross -  ec ional   ud  wa  per ormed on Jiro  ’   laug  er ou e 

wastes. The protease producing strain was screened on the skim milk agar media. The 16S rRNA 

genes of the samples were obtained using PCR and sequencing. The protease enzyme was  

partially purified by ammonium sulphate precipitation, dialysis and ion exchange  

chromatography. Thereafter, The biochemical features of the enzymes were analysed. 

Results: The gene sequencing study showed that the isolated strain were 100 % similar to Bacillus 

tequilensis species. The purified protease showed maximum activity and stability in pH 9 and  

40°C. Km and Vmax values were obtained based on Linewewr berg equation 6.77 mg/ml and  

64.94 U/ml/min, respectively. Protease stability was improved about 1.8 and 2.4 folds in the  

presence of cyclohexane and DMSO, respectively.  

Conclusion: The activity and stability of this enzyme in alkaline pH and in the presence of organic  

solvents indicates its potential to be used in industries. 

Keywords: Alkaline protease, Wastes, Screening, Bacillus tequilensis. 
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