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Abstract  

Background and Objectives: Proteases, hydrolases used extensively in industries like detergents 

and textiles, are particularly valuable when sourced from microbes due to their resilience. This 

study aims to identify bacteria capable of producing proteases and to investigate their enzymatic 

properties. Understanding the function and efficiency of these enzymes can lead to process         

improvements and novel applications in various industries. 

Materials and methods: Bacterial protease-producing bacteria were isolated from water and soil 

samples collected in Kerman and screened on SMA based on halo diameter. The species            

exhibiting the highest protease activity was selected, its 16S rDNA sequenced, and identified     

using BLAST. Protease activity was then evaluated at different temperatures.  

Results: Enzyme tests show that sample 11b has protease activity in the temperature range of       

25-45°C. After bacterial DNA extraction, PCR processing, and epidermal sequencing,            

Staphylococcus vitellinus, Bacillus toyonensis, Citrobacter jillini, and Staphylococcus sevieri 

were identified. 

Conclusion: This analysis introduces a new bacterial species that can be used in various             

industrial and clinical fields. 
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 چکیده

آنزیم پروتئاز در گروه هیدرولازهای مورد استفاده در صنایع مختلف از جمله مواد شوینده، نساجی و غیرره برهرقره سابقه و هدف: 

توانند در شرایط سخت مقاومت کنند. هدف از مطالعه شرنراسرایری و شود. پروتئازهای میکروبی بسیار مهم هستند زیرا میبندی می

هایی است که قادر به تولید این آنزیم هستند. همچنین، مطالعه  های تولید کننده آنزیم پپتیداز، شناسایی باکتری بررسی آنزیمی باکتری

 تواند به بههود فرایندهای صنعتی و توسعه کاربردهای جدید کمک کند. ها می بر روی عملکرد و کارایی این آنزیم

آوری شد و پنج باکتری مولد پروتئاز باکتریایی بر روی یک محیرط  های آب و خاک از منابقی در کرمان جمع نمونهها: مواد و روش

آن مورد برررسری  srDNA  11گری شدند. بهترین گونه باکتری انتخاب شده و توالی  ( بر اساس قطر هاله غربالSMAجامد خاص )

ها استفاده شد. میزان فعالیت پروتئاز در دماهرای مرخرترلرف برای شناسایی گونه BLASTقرار گرفت. در مرحله بعد از پایگاه داده 

  ارزیابی شد.

است. پر  از  سیلیوسدرجه  52-22دارای فعالیت پروتئاز در محدوده دمایی  Dدهد که نمونه آزمایشات آنزیمی نشان میها: یافته

سیترروبراکرترر  ،باسیلوس تویوننسی  ،استافیلوکوکوس ویتولینوسو تعیین توالی اپیدرمی،  PCRباکتریایی، پردازش  DNAاستخراج 
 شناسایی شدند. استافیلوکوکوس سیوری وجیلینی 

های مختلف صنعتی و بالینی مرورد تواند در زمینهکند که میاین تجزیه و تحلیل یک گونه باکتریایی جدید را معرفی می گیری:نتیجه

 استفاده قرار گیرد.
 

 های تولید کننده آنزیم. ، درخت فیلوژنتیک، فعالیت پروتئاز، باکتریsrRNA 11آنزیم پروتئاز، ژن کلمات کلیدی: 
 

 15/303012پذیرش مقاله:                                15/303012ویرایش مقاله:                                  15/301022دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتهه: گروه بیوتکنولوژی، پژوهشکده علوم محریرطری، دانشرگراه 
 تحصیلات تکمیلی فناوری پیشرفته کرمان، ایران. 

  mortezavimm@gmail.comپست الکترونیک:               3131213212/تلفن: 

 م دمه     

پروتئازهای باکتریایی به دلیل کاربردهای گسترده در صرنرایرع                                                        

ها، تصفیه بیولوژیکی، صنایع غذایی و                                      مختلف از جمله شوینده                    

سزایی برخوردار بوده و بره برور                              فرآوری  رم، از اهمیت به                       

های مرخرترلرف در سرراسرر جرهران                           گسترده توسط شرکت                

هرای حریراتری در                (. پروتئازها نقرش                1اند )       سازی شده          تجاری     

هرا      کنند که از جمله آن                    فرآیندهای بیولوژیکی گوناگون ایفا می                                   

هرا      های تاخورده، کاتابولیسم پرروتریرن                                توان به ه م پروتین                    می  

های قدیمی( و سیگنالین  سلولی اشاره نرمرود                                                   )تجزیه پروتین             

تواند منجر بره تر ریریررات                         (. این عملکرد پروتئازها می                          3و 2)   

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خرلاقرانره )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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ها در مسیرهرای                 سازی عملکردها یا انتقال سیگنال                                مختلف، فعال           

ریزی شده و سیگنالین                          رخه زندگی باکتریوفاژها، مر  برنامه                                   

هرای       (. پروتئازها همچنین در کنترل سیسرترم سرلرول                                       5گردد )      

 (.  2های شوک حرارتی نقش دارند )                            باکتریایی و تن یم پاس                       

پروتئازها بر اساس مکانیسم پروتئولیتیک و گروه عاملی موجود                                                          

در جایگاه فعال، به  هار گروه اصلری سرریرن پرروترئرازهرا،                                                   

آسپارتیک پروتئازها، سیستئین پروتئازها و متالوپروتئازها تقسیم                                                              

ترریرن        هرا از مرهرم           هرا و براکرترری             شوند. مخمرها، قار                     می  

های تولیدکننده آنزیم پروتئاز قلیایی بره شرمرار                                               میکروارگانیسم             

برر اسراس           1333(. پروتئینازها نخستین بار در سال                                  1روند )        می  

(. در یک           بندی شدند )             خانواده بهقه              35روابط تکاملی خود در                     

ها به شش نوع شامل سرین، تر رونریرن،                                    بندی جدیدتر، آن                 دسته    

سیستئین، متالو، آسپارتات و گلوتامیک پروترئرازهرا ترقرسریرم                                                     

شوند که هر یک دارای فرآیندهای زیستی و عرمرلرکرردی                                                 می  

متمایزی هستند. با این حال، تمامی این شش نوع پروتئاز نقرش                                                         

تن یمی اساسی در عملکردهای حیاتی ن یر تنف ، پیری، رشرد،                                                       

(. پروتئازها همچنیرن برر اسراس                             3کنند )        بلو  و ه م ایفا می                  

بهینه فعالیت به انواع اسیدی، قرلریرایری و                                          pHروابط تکاملی و              

 (.  1شوند )        خن ی تقسیم می             

هرای       ای از واکرنرش             مکانیسم عمل پروتئازها شامل مجمروعره                                 

ای از سه اسریرد                 اکسیداسیون و احیا است که با کمک مجموعه                                      

ها قررار دارنرد، انرجرام                        آمینه که در محل فعال برخی از آنزیم                                  

هرای       (. تریادهای کاتالیتیکی بیشترر در آنرزیرم                                     /1و 3شود )       می  

ای      شوند و آنزیم پروتئاز نمرونره                            هیدرولاز و ترانسفراز یافت می                           

(.    11های کاتالیتیکی تریاد در جایگاه فرعرال اسرت )                                           از ریشه       

هرای پرروترئراز مرهرار                                    فعالیت پروتئازها توسط مهرارکرنرنرده                               

های بهیعی پروتئاز، پروتینی                              (. بسیاری از مهارکننده                      11شود )       می  

های پروتئازی داروهای مهارکننده قروی                                      (. مهارکننده            12هستند )       

هسترنرد و در مرحردوده                      HI -1و اختصاصی آنزیم پروتئاز                       

 (.      13باشند )         نانومولار فعال می                

ناتوانی پروتئازهای حیوانی و گیاهی در پاسخگویی به تقا رای                                                         

فزاینده جهانی، توجهات را به سمت پروتئازهرای مریرکرروبری                                                    

هرا،       معطوف ساخته است. پروتئازهای تولید شده توسط باکترری                                                 

شران       ها به دلیل اهمیت و کاربردهای گستررده                                     ها و ویروس            قار     

ای مرورد           در صنایع مختلف و بیوتکنولوژی، به بور فرزایرنرده                                            

گیرند. از من ر تجاری، پرروترئرازهرای                                    مطالعه و بررسی قرار می                      

میکروبی به دلیل سهولت نسهی تولید در مرقریراس وسریرع و                                                  

تر به منابع تولیدکننده در مقایسه با پروتئرازهرای                                                  دسترسی آسان           

ای برخوردارند. این پروتئازهرا                                حیوانی و گیاهی، از جایگاه ویژه                              

قابلیت تک یر در مقادیر زیاد، در زمان نسهتا کوتاه و با استفاده از                                                                  

توانند مقادیر قابل                      شده را دارند و می                   های تخمیری شناخته                   روش   

توجهی آنزیم و محصول مطلوب را تولید کنند. پرروترئرازهرای                                                     

های برازارهرای                درصد از سهم فروش آنزیم                        /5میکروبی تقریها                

اند و بره دلریرل دارا برودن                           جهانی را به خود اختصاص داده                           

خصوصیات مطلوب برای کاربردهای بیوتکنولوژیکی، نسهت به                                                     

شده از منابع گیاهی و حیوانی ارجرحریرت                                      پروتئازهای استخراج                  

توان به دلریرل                دارند. علاوه بر این، پروتئازهای میکروبی را می                                            

هرایری برا           من ور ترولریرد آنرزیرم                 تر، به        های کو ک          داشتن ژن        

خصوصیات بههودیافته برای کاربردهای گوناگون، بره صرورت                                                    

ها نیز قادر به ترش  و ترولریرد                               (. قار        5ژنتیکی دستکاری کرد )                    

آسرپررژیرلروس           عنوان م ال،             ها هستند  به              انواع مختلفی از آنزیم                     
انواع پروتئازهای اسیدی، خن ی و قلریرایری را تررشر                                                      اوریزه        

(. با این حال، تولید پروتئازها بیشتر از برریر                                               12و 15کند )       می  

گیرد، زیرا تولید پروتئازهای گریراهری                                     منابع میکروبی انجام می                      

بر بوده و پروتئازهای حیوانی نریرز                                   مانند بروملین و فیسین زمان                          

توانند پاسخگوی نیاز بازارهای صنعتی در سراسرر جرهران                                                    نمی   

 (.    11باشند )       

هایی که از باسیلروس ترولریرد                            ویژه آن       پروتئازهای میکروبی، به                      

هرای       شوند، به بور سنتی سهم غال  بازار فرروش آنرزیرم                                             می  

اند که بخرش              صنعتی را در سراسر جهان به خود اختصاص داده                                         

رود.        هرا بره کرار مری              ای از آن در فرمولاسیون شوینرده                              عمده    

 pHپروتئازهای قلیایی باکتریایی با فعالیت زیراد در مرحردوده                                                    

( و اختصاصیت سوبسترایی                        /1برابر با             pHعنوان م ال          قلیایی )به          

  /1ها حردود           (. دمای بهینه آن                13و  1شوند )        وسیع توصیف می             

ها را برای استفراده در                         درجه سلسیوس است که این ویژگی آن                               

سازد. مرزیرت پرروترئرازهرای                         سازی مناس  می               صنعت شوینده           
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ها در فرآیند تخمیرر حرالرت جرامرد                                          قار ی سهولت تولید آن                    

یک ابرزار صرنرعرتری                باسیلوس         ها،       (. در میان باکتری                 13است )     

(. از بریرن           /2و  1رود )       جذاب برای تولید پروتئازها به شمار می                                    

منهع مرنراسرهری             باسیلوس         ها، اع ای جن                  تمام میکروارگانیسم                  

در تررشر          باسریرلروس         های       برای تولید پروتئاز هستند. سویه                              

اند و در نتریرجره،                   هایی مانند پروتئاز و آمیلاز شناخته شده                                       آنزیم     

شوند. در سالیران                   ای مطلوب برای تولید انهوه محسوب می                                    گزینه     

های پروتئولیتیک از منابع میکروبی به دلیل                                            اخیر، استخراج آنزیم                   

و دما، پایداری در                      pHای از         فعالیت بالا، ثهات در بیف گسترده                              

هرای آلری،            ها و حرلال          های فلزی مختلف، مهارکننده                           برابر یون         

توجه زیادی را به خود جل  کرده است. به همین دلیل، پروتئاز                                                          

ای بسیار مناس  برای صنایع غذایی، پرزشرکری،                                           میکروبی گزینه             

(. با توجه به نیاز                    21رود )       بیوتکنولوژی و داروسازی به شمار می                                 

روزافزون به این آنزیم در کشور و کاربردهای وسریرع آنرزیرم                                                      

پروتئاز قلیایی در صنایع مختلف و مزایایی که مخمرها نسهت به                                                           

های تولیدکننده آنزیم پروتئاز قلیایی دارنرد،                                              سایر میکروارگانیسم                  

ها و شرنراسرایری                رسد که برای تکمیل این پژوهش                             به ن ر می         

ها امری  روری                 مخمرهای بومی مولد آنزیم، ادامه این پژوهش                                        

است. با توجه به کاربردهای فراوان این آنزیم در صنعت و عدم                                                          

های محرلری            رسد استفاده از سویه                     تولید آن در کشور، به ن ر می                           

تواند در دستیابی به تولید بالای آنزیم پروتئاز قلیایی مرفریرد                                                            می  

هرای     واقع شود. در این راستا، هدف این مطالعه بررسی سرویره                                                 

 باشد.     های پروتئازی می               باکتریایی بومی تولید کننده آنزیم                                

 

 ها    مواد و رو           

از خراک و          ها:     آوری نمونه وکشت وجداسازی سویه                             الف( جمع        

آب فا لاب مناب  مختلف دانشگاه تحصیلات تکمیلی کرمران                                                  

آوری و به آزمایشگاه انرترقرال داده شردنرد.                                       نمونه هایی جمع              

سازی شدند.            رقی       /1به      1های خاک و فا لاب به نسهت                           نمونه     

بره       C  37کشت و در دمرای               LBها در محیط کشت پایه                       نمونه     

 گذاری شدند.             ساعت گرمخانه              53مدت     

هایی که درمرحریرط                  از باکتری         ب( بررسی تولید آنزیم پروتئاز:                               

کشت داده شده بود یک تک کلنی انتخاب و در                                            LBکشت پایه        

کشت داده             Skim Milk Agar( SMAمحیط کشت اختصاصی )                  

گذاری شد.           گرمخانه          C  37ساعت در دمای                31شد و به مدت             

ی بزرگترری را ایرجراد                      ساعت هاله           31هایی که در بی                 باکتری      

کردند برای مراحل بعدی انتخاب گردیدند )ایجاد هاله بیرانرگرر                                                         

 (.    22ها استوک تهیه شد )                  تولید آنزیم پروتئاز( و از آن                            

های انتخاب شرده را در                      باکتری      ج( تاثیر دما بر فعالیت آنزیم:                               

با استفاده از سررلرو  و در                            SMAمحیط کشت اختصاصی                  

  53الری       25پلیت مجزا کشت و به مدت                          3شرایط استریل در                 

گذاری شدنرد.             گرمخانه         52و      3و     23و     22ساعت در دماهای                

پلیت و محاسرهره                 3گیری قطرهاله ایجاد شده در                           سپ  با اندازه             

 ای با بیشترین فعالیت شناسایی شد.                                ها سویه       میانگین آن          

ابتدا از استوک باکرترری                       د( بهینه سازی تولید و بررسی فعالیت:                                     

تلقی  داده شد تا باکتری رشد کند. سرپر                                         LBدرمحیط کشت            

تلقی  شرد             SKIM MILKکشت     ماکرو از باکتری در محیط                         //2

تا باکتری آنزیم پروتئاز ترش  کند پ  از انجام سانرترریرفریروژ                                                         

 سوپرناتانت حاصله حاوی آنزیم پروتئاز خواهد بود.                                              

گیری فعالیت پروتئرازی، ابرتردا                               برای اندازه           ه( سنجش فعالیت:                 

ماری( قررار داده                   محلول سوبسترا تهیه و در حمام آب گرم )بن                                       

عنوان سوبستررا مرورد                    شد تا به دمای مطلوب برسد و سپ  به                                 

گرفت. محلول سوبسترا با آنزیم مخلو  شده و بره                                               استفاده قرار              

من ور هیدرولیز سوبسترای کاز ین توسط آنرزیرم و ترولریرد                                                   

گرذاری       تیروزین، در شرایط دمایی و زمانی مشخ  گرمخرانره                                            

شد. پ  از اتمام دوره انکوباسریرون، برا افرزودن مرحرلرول                                                  

گرردد.         ، واکنش آنزیمی متوقف می                       (TCA)کلرواستیک اسید                  تری   

های حاوی مخلو  واکنش در دمای یخچال نگهداری شرده                                                  لوله    

نشده رسوب کننرد.                   های ه م         و سپ  سانتریفیوژ شد تا پروتین                             

محلول شرفراف              (Absorbance)در نهایت، میزان جذب نوری                          

،   (Blank)عنروان شراهرد            حاصل از سانتریفیوژ خوانده شد. به                                

مخلوبی از محلول سوبسترای سرد شده و آب مقطر ترهریره و                                                   

به این مخلو  ا افره                       TCAگذاری شد. سپ ، محلول                    گرمخانه       

ها در یخرچرال قررار گررفرت.                          من ور رسوب پروتین                 شده و به        

مخلو  حاصل سانتریفیوژ شده و جذب نوری سروپررنراترانرت                                                 

شفاف قرا ت شد. سوبسترای آماده شده با آنزیم مخلو  شده و                                                        
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گردید. در پایان دوره                        گذاری     برای انجام واکنش آنزیمی گرمخانه                               

گذاری، مخلو  سانتریفیروژ شرده و جرذب نروری                                        گرمخانه       

سوپرناتانت شفاف خوانده شد. برای تهیه محلول اسرترانردارد،                                                       

محلول تیروزین با بافر سیترات مخلو  و در حمرام آب گررم                                                     

های مرخرترلرف             قرار گرفت. پ  از سرد شدن، محلول در رقت                                      

گذاری شرد.           درجه سلسیوس گرمخانه                      3تهیه شده و در دمای                    

به آن ا افه و در دمای یخچال نگهرداری                                        TCAسپ ، محلول            

شد. سپ ، مخلو  سانتریفیوژ شده و جذب نوری سوپرناتانت                                                     

شفاف قرا ت شد. پ  از تهیه محلول تیروزین و قرا ت جرذب                                                     

نوری استاندارد آن، غل ت تیروزین آزاد شده بر اساس منحنری                                                        

 (.  23گردید )         استاندارد تیروزین تعیین                         

برا    استافیلوکروکروس               شناسایی         های بیوشیمیایی:                   و( انجام تست            

از آزمون کراترالاز و بررای                        سیتروباکتر            آزمون کواگولاز، برای                     

من ور انجام آزمون                   از آزمون تخمیر قند استفاده شد. به                                 باسیلوس         

لریرترر        میلی      02/ای حاوی           کواگولاز، یک کلنی از باکتری در لوله                                  

سرم گاوی تلقی  شد. پ  از هم زدن آرام، مخلو  در دمرای                                                     

گذاری گردید.              ساعت گرمخانه              53درجه سلسیوس به مدت                       3

دهنده نتیجه م هت آزمون کواگولاز و                                    تشکیل لخته در لوله، نشان                        

است. برای انجام آزمون کاتالاز، یرک                                  استافیلوکوکوس               شناسایی         

لیتر آب           میلی      3تا      2کلنی از باکتری به یک لوله آزمایش حاوی                                       

مقطر استریل منتقل شد. سپ ،  ند قطره از محلول پرراکسریرد                                                      

درصد به این سروسرپرانسریرون                          3با غل ت           (H2O2)هیدروژن         

هرای گراز اکسریرژن،                   باکتریایی ا افه گردید. تولیرد حرهراب                                 

دهنده فعالیت آنزیم کاتالاز و در نرتریرجره، شرنراسرایری                                                 نشان    

است. برای انجام آزمون تخمیر قند، ابتدا یک محیط                                                سیتروباکتر            

کشت مایع حاوی گلوکز تهیه شد. سپ ، مقدار مشخرصری از                                                  

کلنی باکتری به این محیط کشت ا افه و لوله آزمایش به آرامی                                                          

  53درجه سلسیوس به مردت                       3ها در دمای              هم زده شد. لوله               

گذاری شدند. عدم مشاهده تولید گاز یا ت یریرر                                           ساعت گرمخانه            

(،    pHرن  محیط کشت )در صورت استفاده از شرنراسراگرر                                          

دهنده عدم تخمیر گلوکز توسط باکتری نشانه منفی برودن                                                     نشان    

مرورد      باسیلوس         آزمون تخمیر قند است. این نتیجه، در شناسایی                                            

 گیرد.       استفاده قرار می               

های انتخراب شرده                باکتری        ز( بررسی اثر دما بر فعالیت باکتری:                                  

های متفاوت در               های مجزا کشت داده شدند و در زمان                                در پلیت       

گیری قطر          گذاری شدند. سپ  با اندازه                         دماهای مختلفی گرمخانه                     

تروان      ها می     ها و محاسهه میانگین آن                      هاله ایجاد شده در این پلیت                          

تشخی  داد که درکدام دما سویه مورد ن ر ما بیشترین فعالیرت                                                         

 IS (. با استفاده از دستگراه بریرف سرنرج                                 22و 25را دارد )         

Spectrometer (PerkinElmer) U                        و در محدوده بول مروج

هرای     ( میزان جذب نوری هر یک از نرمرونره                               280nmفرابنفش )         

آماده شده خوانده شد و پ  از آن واحد فعالیت آنزیمی بررای                                                        

هرنمونه محاسهه شد. باکتری انتخاب شده را در محیط کشرت                                                     

با استفاده از سرلو  و در شرایط استریل در                                             SMAاختصاصی       

ساعرت در           53الی       25پلیت مجزا کشت داده شد و به مدت                                  3

گیری قطرهاله              انکوبه شد. سپ  با اندازه                           3و     23و     22دماهای        

ها محاسهه شد. همچرنریرن،                       پلیت و میانگین آن                   3ایجاد شده در              

 ها در مدت زمان هفتاد ساعت رسم شد.                                 منحنی رشد این باکتری                    

درشناسایری             srDNA     11از ژن     ها:      ( شناسایی مولکولی باکتری                         

 DNAهای جداسازی شده استفاده شد. ابتردا                                     مولکولی باکتری              

جدایه باکتری به روش جوشاندن استخراج شد. استوک باکترری                                                      

هرای     در انکوباتور کشت و سپ  باکرترری                                LB Brothدر محیط       

 NaOHرشد کرده سانتریفیوژ شدند. به سوسپانسیون حراصرل                                              

ها در       افزوده و پ  از ورتک  کردن محلول حاصله در فالکون                                               

بن ماری قرار داده شدند. محلول از بن ماری خارج و در فریزر                                                          

قرار داده شود. این عمل  هار بار تکرار شد و در ادامه ترریر                                                           

ی آخر در دمرای               مولار ا افه و ورتک  شد. در مرحله                               میلی      22

ی سلسیوس سانتریفیوژ شده وسوپررنراترانرت کره                                         هار درجه         

مرنر رور       آوری گردید. بره              استخراجی است جمع                  DNAحاوی      

استخراج شده از روش الکتروفورز برا                                    DNAابمینان از ح ور                 

ای پرلریرمرراز برا               ژل آگاروز استفاده شد، سپ  واکنش زنجیره                                      

استفاده از پرایمرهای یونیورسال بر روی آن انجام گرفت زیررا                                                          

را دارند. برای انجام واکنرش                              srRNA   11توانایی شناسایی توالی                     

PCR                                                      از پرایمرها به مقدار نیم ماکرولیتر از ماستررمریرکر  بره

به مقدار یک ماکرولیتر و از آب                                 DNAمقدار شش ماکرولیتر و                      

دوبار تقطیر به مقدار هفت ماکرولیتردر شرایط استریل استفاده و                                                             
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برنامه دمایی                1میک  حاصله در دستگاه قرار گرفت. در جدول                                         

 ای پلیمراز نشان داده شده است.                             بهینه واکنش زنجیره                  

 ای پلیمراز.برنامه دمایی واکنش زنجیره: 1جدول 

 مراحل
تعدادتکرار 

 مراحل
 دما

 زمان

 دقی ه

 2 32 1 واسرشت اولیه

 1 32 /3 واسرشت

 1 /1 /3 اتصال

 1 2  /3 گستر 

 1 2  1 گستر  نهایی

بر روی ژل آگارز بررسی و مرراحرل   سپ  محصولات واکنش

آمیزی  الکتروفورز انجام شد. سپ  با رن  اتیدیوم بروماید رن 

شد و در نهایت با استفاده از دستگاه ژل داک مورد بررسی قرار 

گرفت. در ابتدا برای شناسایی گونه باکتری از پایگاه ابلاعراتری 

BLASTn های ناحیه این شش نمونره مرورد استفاده شد. توالی

افرزار آنالیز بیوانفورماتیکی قرار گرفتند. در ادامه، به کمک نررم

ها آنالیز گردید. همرچرنریرن، مگا میزان شهاهت و هم ترادفی آن

ها تعیین گردید. در ادامره، مریرزان روابط فیلوژنتیکی این گونه

ها به همرراه تروالری این نمونه srDNA11شهاهت توالی ناحیه 

سویه بومی تولید کننده آنزیم مورد ارزیرابری  srDNA 11ناحیه

 ها رسم گردید.قرار گرفت و درخت فیلوژنتیکی آن

 هایافته

ها و تاثریرردمرا آوری نمونه وکشت وجداسازی سویهالف( جمع
های جدا شرده از  ی غربالگری سویه در مرحلهبرفعالیت آنزیم: 

خاک باغچه دانشگاه تحصیلات تکمیلی، خراک گراوداری و 

ای  های فا لاب مورد ارزیابی قرار گرفت سویه مرغداری و آب

که توانایی رشد در محیط اسکیم میلک اگار وتوانایی ایجاد هاله 

 (. 1ابراف کلنی خود را داشت جداسازی شد )شکل 

با ا افه کردن آنزیم و سروبسرتررا ب( سنجش فعالیت آنزیمی: 

خوانده و سپ  واحد فعالیت آنرزیرمری    280nmجذب آن در 

(u/ml) و غل ت سوبسترا(OD/slop tyrosin)   .محاسرهره شرد

بیشترین فعالیت آنزیمی را   11bدست آمده نمونه به  نتایج به

 (.2نشان داد )جدول 

درجره   3دردمرای   SMAایجاد کلنی بر روی محریرط کشرت :  1  شکل 

 سلسیوس.

 سنجش فعالیت آنزیمی.: 2جدول 

شماره 

 نمونه

 OD میزان

 nm /23در

غلظت سوبسترا 

OD/Slop))mg/ml 

واحد فعالیت 

 (U/mlآنزیمی)

2b /03331 2 33203 22 31/033/ 

3b /033122 3320/222 323032132 

11b /033/32 33303555 32303315 

1b /03312 2 3 30135 32103331 

بررای و انجام آنالیزهای بیوانفورمراتریرکری:  PCRج( واکنش 

در  16srRNAشناسایی سویه باکتریایی از تعیین تروالری ژن 

شرده  استخرراج DNAای پلیمراز استفاده شد. از  واکنش زنجیره

عنوان الگو استفاده شد. در مرحله بعرد صرحرت واکرنرش  به

شده توسط الکتروفورز ژل آگارز انجام شد. با توجره بره  انجام

 bpهای جرداسرازی شرده  سویه 16srRNAشکل، اندازه باند 

 (.2باشد )شکل می //13

 . PCRتصویر ژل حاصل از واکنش: 2شکل 

سویه ورد ن ر جداسازی و توسط شررکرت  srRNA  11توالی 

یابی شد. پ  از انجام تعییرن تروالری بایونیر کره جنوبی توالی

شناسایی شدند که بعد از انرجرام  11bو  1b ،2b ،3bهای  سویه

blast  در پایگاه ابلاعاتیNCBI  و مشرخر  شردن گرونره

ثهت شدند کره ابرلاعرات آن در  NCBIها در سایت  باکتری

 نشان داده شده است. 3جدول 
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افزارهای بیولروژی تروالری های ابلاعاتی و نرمبه کمک پایگاه

کامل ناحیه کلون شده این  هار سویه مورد آنالیز دقی  و کامرل 

وری آهرای جرمرعمن ور ارزیابی نمونهدر ادامه، بهقرار گرفتند. 

هرای شده از ن ر آنزیم پروتئاز، با بررسی مجدد ایرن نرمرونره

یوکاریوتی و پروکاریوتی تولید کننده آنزیم پروتئاز، تعدادی کره 

ها در ژن بانک ثهت شده برودنرد بره آن sDNA11توالی ناحیه 

های ثهت شده ما مورد ارزیرابری همراه توالی یک نمونه از توالی

هرا افزار قرار گرفتند و روابط فیلوژنتیکی این گونهمجدد در نرم

ای در ابتدا به کمک پایگاه ابلاعاتری مرحراسرهره تعیین گردید.

http://umr5558-bibiserv.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi 

(. تجزیه و تحلریرل 21این شش توالی مورد آنالیز قرار گرفتند )

(. تاریخچه تکرامرلری برا  2انجام شد ) MEGA Xتکاملی در 

ها به توالی نمونهپیوستن استنها  شد. -استفاده از روش همسایه

 (. 3صورت زیر است )شکل 

های باکتریایری این آنالیز نشان داد که توالی جدید در کنار نمونه

های  گیرد. بنابراین، به احتمال بالایی آنزیم پروتئاز نمونهقرار می

شناسایی شده از ن ر ساختار و کارکرد با آنزیم پرروترئراز ایرن 

 تواند داشته باشد. ها شهاهت زیادی میباکتری

( بررسی خصوصیات بیوشیمیایی و مورفولوژیرک براکرترری: د

هرای  شده، وجرود آنرزیرم های بیوشیمیایی انجام نتایج آزمایش

کواگولاز و کاتالاز و همچنین توانایی تخمیر قند گلوکز را در 

هرای  ی لخته در لولره کنند. مشاهده های باکتریایی تایید می نمونه

ی فعالریرت  دهنده حاوی سرم گاوی پ  از کشت باکتری، نشان

است. تولید سرریرع استافیلوکوکوس کواگولاز و احتمال ح ور 

های اکسیژن پ  از افزودن باکترری بره مرحرلرول آب  حهاب

کننده به شنراسرایری  اکسیژنه، دال بر وجود آنزیم کاتالاز و کمک

ها در مجموع، ابلاعات ارزشمرنردی  است. این یافتهسیتروباکتر 

 .NCBIهای ثهت شده در عدد دسترسی سویه: 3جدول 

 NCBIعدد دسترسی  نام باکتری هانام نمونه

11b Staphylococcus vitulinus MT358635 

9b Bacillus toyonensis MT358634 

2b  Citrobacter gillenii MT358628  

1b Staphylococcus sciuri MT358627 

دهد. درخت به مرقریراس  نتایج آنالیز روابط فیلوژنتیکی را نشان می:  3شکل 

های تکاملی اسرت کره برا  گر فاصله ها نمایان شود و بول شاخه کشیده می

هرای  استفاده از روش حداک ر درستنمایی مرک  محاسهه شده است. درخرت

موقرعریرت،   123با   0/323122/بهینه به شر  زیر است: الف: بول شاخه 

مروقرعریرت، ج: برول شراخره  12/3با  0/1333533/ب: بول شاخه 

 1232برا  2531 0/23/موقعیت و د: بول شاخه  1513با  332 32 /0/

 موقعیت.

 الف

 ب

 ج

 د
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های  تر گونه های متابولیکی و شناسایی دقی  در خصوص ویژگی

تری از  آورند.این ابلاعات به تشخی  دقی  باکتریایی فراهم می

های متابولیکی آن کرمرک  و ویژگیباسیلوس های مختلف  گونه

 شده است. نشان داده 3ها در جدول کند. نتایج این تست می

براسریرلروس، های  الگوهای رشد باکتریایی متمایز در بین گونه
قابل توجه است. باسیلوس با یک سیتروباکتر و استافیلوکوکوس 

 12شود و تقریها در ساعرت  دوره رشد اولیه سریع مشخ  می

رسد، پ  از آن یک کاهش تدریجی دنهال  به فاز ثابت می 12تا 

یک نرخ رشد کندتر از خود استافیلوکوکوس شود. در مقابل،  می

ترجرربره  25تا  21دهد و فاز ثابت را در حدود ساعت  نشان می

کرنرد.  کند و پ  از آن یک روند نزولی مشابه را بری مری می

کندترین میزان رشد را در بین سه براکرترری نشران سیتروباکتر 

شرروع   2ترا  25دهد و فاز ثابت آن از حدود سراعرت  می

شود، قهل از اینکه یک مرحله کاهش آهسته شروع شود. این  می

های متابولیرک  های رشد باکتریایی بر ویژگی ها در منحنی تفاوت

فرد مرتهرط برا هرر گرونره        های محیطی منحصربه و سازگاری

 تاکید دارد.
 

 بحث

ویژه پروتئازهای میکروبی، کاتالیرزورهرای زیسرتری  ها، به آنزیم

ها هستنرد  های متابولیکی در سلول  روری برای تسهیل واکنش

دهند که این فرآیندها با سرعت و دقت لازم برای  و ابمینان می

نوع واکنش بیوشیمریرایری  ///2شوند. بیش از  حیات انجام می

(. پروتئازها کره 23ها هستند ) ها واسطه آن وجود دارد که آنزیم

های هیدرولیزکننده هستند، نقش حیاتی در  ترین آنزیم جزء مهم

هرا،  فرآیندهای صنعتی مختلف دارند، از جمله در تولید شوینده

درصرد از فرروش جرهرانری  22جایی که پروتئازهای قلیایی 

  دهند و درآمدی در حردود  های صنعتی را تشکیل می آنزیم

(. با توجه به اهمریرت ترجراری 23کنند ) میلیارد دلار ایجاد می

پروتئازها و فقدان امکانات تولید داخلی، تحقیقات برا هردف 

عنوان سوبسترا بررای ترولریرد استفاده از  ایعات کشاورزی به

هرای  آنزیم پروتئاز، یک رویکرد امیدوارکننده برای کاهش هزینه

محیطی مرتهط با دفع زبرالره  های زیست تولید و مقابله با  الش

سازی تولید آنزیرم  (. هدف این استراتژی دوگانه بهینه/3است )

و در عین حال تهدیل محصولات جانهی کشاورزی به منابع برا 

 (.31ارزش است )

نمونره فرا رلاب  5نمونه خاک و  31در این مطالعه، مجموعاً 

 ها.های بیوشیمیایی سویه تست: 3جدول 

 نام نمونه
تست گرم 

 (-)+ و 

تست 

 کاتالاز

تست 

 کواگولاز

تست 

 تخمیر قند

2b - - - + 

9b + + + - 

11b - + + - 

1b - + + - 

در  SMAباکتری انتخاب شده را در محیط کشت اختصاصری 

 25پلیت مجزا کشت داده شد و به مردت  3شرایط استریل در 

گیری قطرهاله گذاری شد. سپ  با اندازهساعت گرمخانه 53الی 

پلیت و میانرگریرن  3ها در ایجاد شده و منحنی رشد این باکتری

ها محاسهه شد که در شکل زیر نمرایرش داده شرده اسرت آن

 (. 1منحنی  1)نمودار 

 گیری قطر هاله ایجاد شده در پلیت.اندازه: 1نمودار 

 ها.منحنی رشد باکتری: 1منحنی 



 و همکاران.مجتهی مرت وی  های پپتیدازی.اثر شناسایی باکتری .15/3ها، سال هفدهم شماره سوم، پاییز  دنیای میکروب

230 

هرای  های بیوشیمیایی جرنر  آوری و برای بررسی ویژگی جمع

مورد استفاده باسیلوس و سیتروباکتر  ،استافیلوکوکوسباکتریایی 

نرترایرج   ،استافیلوکوکروسقرار گرفتند. تست کواگولاز بر روی 

م هت را نشان داد که دال بر وجود آنزیم کواگولاز و احرترمرالاً 

براشرد.  یک پاتوژن مهم، می  ،استافیلوکوکوس اور وسشناسایی 

کند. در  این یافته بر اهمیت تشخی  دقی  این باکتری تاکید می

تست کاتالاز م هت، فعالیت آنزیم کراترالاز را   ،سیتروباکترمورد 

 نشان داد که در تجزیه هیدروژن پراکسید نقش دارد. 

نمونه بر روی محیط کشت اسکریرم   شده،  نمونه بررسی /5از 

هاله شفاف ایجاد کرردنرد، کره  (skim milk agar)میلک آگار 

ها است. این یافتره برا  دهنده فعالیت پروتئازی این باکتری نشان

عنوان م ال، زرپررور و خوانی دارد. بهنتایج تحقیقات دیگر هم

کرنرنرده  سویه تحمل 33دوست نسهی و  سویه نمک 22آموزگار 

بررون جردا و  نمک مولد پروتئاز را از تالاب پرشور ایرنرچره

(. همچنین، باباولیان و هرمرکراران سرویره 32شناسایی کردند )

دوست را از دریا ه نمک آران و بیدگل  تولیدکننده پروتئاز نمک

 (.33جدا و شناسایی نمودند )

و  SP3 ،sp10های  نشان داد که نمونه  2/1ای در سال  مطالعه

sp21  سراعرت  53و  25درجه سلسیوس، بی   3در دمای

دهند، که با نتایج این مطالعه همسو  افزایش قطر هاله را نشان می

بوده و نشان دهنده افزایش فعالیت پروتئازی با گذشرت زمران 

 R. Reshmaو P. Saravana Kumari(. در مطالعه 35است )

، فعالیت پروتئولیتیک پروتئاز خام و عصاره خرالر  برا (28)

( فرعرالریرت 32استفاده از بافر گلیسین سنجیده شد و حداک ر )

درجره  32در دمرای باسیلروس شده از  آنزیم پروتئاز خال 

هرای  سلسیوس مشاهده شد. تجزیه و تحلیل فیلوژنیک سرویره

باکتری متعل  به گرروه  11شده نشان داد که  باکتریایی شناسایی

های مختلف تعل   ها به گروه به گرو و سایر باکتری 5باسیلوس، 

 (.31دارند )

پروتئازهای باکتریایی و قار ی نقش حیاتی در  رخه جرهرانری 

هرا،  ویژه در بازیافت پرروتریرن کنند، به کربن و نیتروژن ایفا می

هرای غرذایری در ایرن  فرآیندی که تحت تاثیرر سریرگرنرال

ای فعالریرت  (. تن یم ت ذیه 3شود ) ها تن یم می میکروارگانیسم

تواند در سط  جامعه میکروبی خاک نیز مشرهرود  پروتئازی می

ها در پاس  به محدودیت کربن، نیترروژن یرا  باشد، زیرا پروتین

ویرژه  (. بیشتر پروتئازهای تجاری، به33شوند ) گوگرد تجزیه می

هرایری از جرنر   انواع خن ی و قلیایی، توسط میکروارگانیسم

ها به دلیل توانایری در  (. این آنزیم33شوند ) باسیلوس تولید می

ایجاد ت ییرات مطلوب در بعم، بافت، ظاهر مرحرصرولات و 

ای در صنایع مختلف دارند. با  بازیافت زباله، کاربردهای گسترده

توجه به اهمیت آنزیم پروتئاز در صنایع مختلف، تولیرد آن از 

اهمیت بالایی برخوردار است. نتایج پژوهرش حرا رر نشران 

به دلیل مقاومت بالا، قادر   ،باسیلوسهای جن   دهد که گونه می

به بقا در شرایط سخت و تولید پروتئاز در دماهای بالا و پاییرن 

عنوان تولیدکننردگران اسرپرور، ها به هستند. این میکروارگانیسم

دهند. بنابررایرن،  فعالیت پروتئازی قابل توجهی از خود نشان می

باسیلوس های مختلف جن   پروتئازهای تولیدشده توسط سویه

و دما فعال هستند. برای افزایش تولریرد  pHدر دامنه وسیعی از 

هرا  رروری  آنزیم، شرایط بهینه رشد برای این میکروارگانیسم

هرا را  ها، استفاده صنعتی از این جردایره (. این ویژگی32است )

 سازد.  برای تولید انهوه پروتئاز مطلوب می
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