
بررسی مقاومت پروتئاز حاصل از سودوموناس آئروجینوزا سویه PTCC1430 در حلال های آلی 
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چکیده

سابقه و هدف:پروتئازها کاربردهای مختلفی در حلال های آلی دارند و بنابراین پایداری آن ها در حلال های آلی از اهمیت زیادی 
برخوردار است. الاستاز  حاصل از سودوموناس آئروجینوزا از جمله آنزیم های مقاوم به حلال های آلی است. در این تحقیق الاستاز بعد از 

خالص سازی به منظور تعیین فعالیت در حضور حلال های آلی مختلف مورد بررسی قرار گرفت.

مواد و روش ها: با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی آنزیم الاستاز بیان و تخلیص شد. با رسم منحنی فعالیت آنزیم در غلظت های 
)V/V( % 70-0  از حلال های آلی اتانول، متانول، ایزوپروپانول، دی متیل فرمامید، گلیسرول و اتیلن گلیکول بررسی گردید. 

یافته ها:فعالیت الاستاز در حضور همه حلال های آلی مورد بررسی در مطالعه حاضر و در همه غلظت های بکار رفته، بجز اتانول، 
بسیار بالا و حتی بیش از کنترل بوده است. به عنوان نمونه در غلظت 70 درصد متانول، DMF و گلیسرول میزان فعالیت آنزیم به ترتیب 

باندازه 3/5 ، 1/4 و 1/2 برابرحالت عدم حضور حلال آلی می باشد.
نتیجه گیری: بر خلاف اکثر آنزیم ها که در حضور حلال های آلی دچار کاهش فعالیت می شوند، تحقیق حاضر نیز به وضوح 
نشان می دهد میزان فعالیت الاستاز حتی در حضور حلال های آلی افزایش می یابد. این بدان معنی است که آنزیم الاستاز حاصل از 
سودوموناس آئروژینوزا نه تنها یک آنزیم مقاوم به حلال های آلی است بلکه برای عملکرد آن حتی محیط آلی-آبی می تواند ایده آل تر 

از محیط آبی باشد.
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مقدمه
خوبی  به  ها  بیوکالیست  عنوان  به  پروتئازها  بالقوه  توانایی 
مختلفی  کاربردهای  ها  آنزیم  این   .  )4( است  شده  شناخته 
و  داروئی  غذائی،  صنایع  پروتئین،  پردازش  پپتید،  سنتز   در 
 دترژنت ها دارند )12(. این دسته از آنزیم ها پیوندهای پپتیدی را در 
محیط های آبی هیدرولیز کرده و همچنین در محیط های غیر 
آبی سنتز می کنند )1،3(. پروتئازها به عنوان بیوکاتالیست برای 
 سنتز پپتید نیاز به پایدار شدن در حضور برخی از حلال های 

آلی دارند )شکل1( )5،6(. واکنش های آنزیمی در حلال های 
حلالیت  افزایش  همچون   )7،11( بسیاری  صنعتی  فواید  آلی 
سوبستراهای غیر قطبی، برگشت معادله ترمودینامیکی  واکنش های 
آب،  به  وابسته  جانبی  های  واکنش  از  جلوگیری  هیدرولیز،  
زدودن  و  و حذف  آن  فضایی  ویژگی  و  ویژگی سوبسترا  تناوب 
 .)3( )شکل2(  آورد  می  فراهم  را  میکروبی  های   آلودگی 
ها  آنزیم  پایداری   و  فعالیت  بهبود  جهت  متنوعی  های  روش 
برای کاربرد در حضور حلال های آلی به کار گرفته می شوند 
)4(. این روش ها شامل تثبیت آنزیم روی بسترهای محافظ غیر 
قابل حل، مودیفیکاسیون شیمیایی، تغییرات فیزیکی آنزیم ها با 
لیپیدها و سورفاکتانت ها، بدام اندازی آنزیم ها در میسل های 
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برگشت پذیر و مهندسی پروتئین است )8(. یکی از رایج ترین 
از  آلی  های  حلال  به  مقاوم  های  آنزیم  جداسازی  ها   روش 
میزبان های طبیعی است )4(. در تحقیق حاضر نیز یک پروتئاز 
به   )14( آئزوجینوزا(  سودوموناس  از  حاصل  )الاستاز  مقاوم 
حلال های آلی مورد خالص سازی و سپس تعیین خصوصیات 

بیوشیمیایی در حضور حلال های آلی قرار گرفت.

شکل 1- حلال های آلی مولکول های آب متصل به پروتئین را جدا کرده 

را تغییر  نتیجه عملکرد پروتئین  و خود به جای آن ها قرار می گیرند. در 

می دهند.

شکل2- اثر حلال آلی روی آب دور پروتئین

مواد و روش ها
بیان و خالص سازی

 Pseudomonas از  حاصل  الاستاز  ژن  قبلی  مطالعات  در 
شد  کلون   pET21a+ در   PTCC1430 سویه   aeruginosa

سازی  بهینه  تحقیق  این  در  گردید.  بیان   E.coli در  سپس  و 
تولید انجام گردید. بنابر نتایج بهینه سازی بهترین زمان برای 
بیان آنزیم 10 ساعت، دمای بهینه جهت تولید آنزیم 37 درجه 
تعیین  مولار  میلی   1 با  برابر   IPTG بهینه  غلظت  سانتیگراد، 

ستون  با  تمایلی  کروماتوگرافی  از  استفاده  با  سپس  گردید. 
نیکل- سفارز تخلیص انجام شد )8(. در این مرحله با استفاده از 
بافر شستشو سایر پروتئین ها از ستون عبور کرده و تنها پروتئین 
متصل  ستون  به  هیستیدینی  دنباله  وجود  علت  به   الاستاز 
حضور  در  کننده  جدا  بافر  کمک  به  بعد  مرحله  در  شود.  می 
غلظت بالای ایمیدازول جداسازی انجام شد. نمونه های خالص 
بررسی شد )شکل3(.  شده روی ژل  SDS-PAGE 12 درصد 

پروتئین های خالص شده سپس دیالیز شدند. 

با  سازی شده  خالص  نمونه   )2 مارکر    )1 الاستاز.  آنزیم  تخلیص  شکل3- 

ستون نیکل سفارز 3( عصاره سلولی 4( رسوب سلولی

بررسی مقاومت آنزیم در حلال های آلی

در پروتئین خالص در غلظت های )V/V( %70-0 از حلال های 
دی  و  گلیکول  اتیلن  گلیسرول،  ایزوپروپانول،  متانول،  اتانول، 
فعالیت  تعیین  آنزیم  غلظت  ثابت  شرایط  تحت  فرمامید  متیل 
بافر  و   )%1  W/V( کازئین  استفاده  مورد  سوبسترای  شدند. 
زمان  و   8 با  برابر   pH با  مولار  میلی  تریس 20  استفاده  مورد 
سنجش آنزیمی 10 دقیقه بوده است. فعالیت آنزیم به صورت 
درصد فعالیت باقی مانده در مقایسه با کنترل )بدون حلال آلی( 

گزارش گردید )13(. 

یافته ها 
های  غلظت  حضور  در  الاستاز  آنزیم  مانده  باقی   فعالیت  میزان 
متیل  دی  ایزوپروپانول،  متانول،  اتانول،  آلی  حلال   مختلف 
فرمامید، گلیسرول و اتیلن گلیکول در مقایسه با حالت کنترل 
تعیین گردید )شکل4( که نتایج آن در جدول 1 آمده است و 
همچنین غلظتی از حلال آلی که 50% فعالیت آنزیم در آن باقی 
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 )f-3 ( در مورد حلال اتانول بررسی گردید )شکلC50( می ماند
)C50 .)2 اندازه گیری شده برای اتانول 48 درصد تعیین گردید.

جــدول 1 – مقایســه فعالیــت باقیمانــده در حضــور در صدهــای مختلــف 
حــلال هــای آلــی 

   اتانول

  ایزوپروپانول

   متانول

  اتیلن گلیکول

 گلیسرول 

  D
M

F

درصــد      نــوع 
ل

حــلا

100100100100100100%0
10582125109102100%10
9765156116106108%20
8756168119111113%30
6949187124116120%40
5056250115116133%50
38117318109117143%60
308232095118144%70

شکل 4-  فعالیت باقیمانده الاستاز در حضور غلظت های مختلف حلال های 

آلی  (a) دی متیل فرمامید، (b) گلیسرول، )c( اتیلن گلیکول ، )d( متانول، 

)e( ایزوپروپانول، )f( اتانول.

هیچ یک از حلال های آلی فعالیت آنزیم را از بین نبردند و فقط 
اتانول و ایزوپروپانول )در برخی غلظت ها( موجب کاهش فعالیت 

آنزیم شدند و در سایر موارد فعالیت افزایش یافته است. 

بحث
تحقیق  شده،  داده  نشان  قبلی  مطالعات  در  که  گونه  همان 
حاصل  الاستاز  آنزیم  که  دهد  می  نشان  وضوح  به  نیز  حاضر 

است  آلی  به حلال  مقاوم  آنزیم  آئروژینوزا یک  از سودوموناس 
حضور  در  که  است  این  شود  می  دیده  تحقیق   این  در   آنچه 
اتیلن  گلیسرول،  فرمامید(،  متیل  )دی   DMF آلی  های  حلال 
گلیکول و متانول در تمامی غلظت ها میزان فعالیت نسبت به 
حالت عدم حضور حلال آلی افزایش یافته است )13(. در مورد 
خصوص  به  و  گلیسرول  فرمامید،  متیل  دی  آلی  های  حلال 
غلظت  چه  هر  که  است  نحوی  به  فعالیت  افزایش  این  متانول 
حلال آلی در محیط افزایش می یابد میزان فعالیت نیز بیشتر 
این موارد حلال آلی نقش  می گردد )9(. به نظر می رسد در 
فرضی  چنین  اثبات  البته  که  دارد  آنزیم  برای  کننده  فعال 
آلی  های  حلال  مورد  در  اما  دارد.  تکمیلی  آزمایشات  به  نیاز 
اتانول و ایزوپروپانول شرایط اندکی متفاوت است در حلال آلی 
آلی  50% حلال  تا   0 از  تدریج  به  فعالیت  میزان  ایزوپروپانول 
کاهش می یابد اما در غلظت 60% مجددا فعالیت افزایش می یابد 
که این حالت در تکرارهای متوالی تایید شد. در حلال آلی اتانول 
کمتر  فعالیت  میزان  یابد  می  افزایش  آلی  غلظت حلال   هرچه 
می شود به نحوی که در حضور غلظت )V/V(60% حلال میزان 
فعالیت تا کمتر از )V/V(50% کاهش یافته و کمترین فعالیت 
در حضور این حلال مشاهده می گردد. جهت بررسی دقیق اثر 
حلال های آلی بر فعالیت و پایداری آنزیم ها لازم است به میزان 
قطبیت حلال ها توجه گردد. پارامتری که میزان قطبیت حلال 
های آلی را بطور کمی بیان می دارد LogP نام دارد که عبارت 
است از لگاریتم بر پایه 10 ثابت تفکیک )P( که بعنوان نسبت 

غلظت حلال آلی به غلظت فاز آبی تعریف می شود:

Partition coefficient )P) = [organic] / [aqueous]

آلی  حلال  قطبیت  میزان  باشد،  بزرگتر   LogP میزان  چه  هر 
مورد  های  حلال   LogP تعریف  این  اساس  بر  است.  کمتر 
استفاده در تحقیق حاضر بصورت اتانول> ایزوپروپانول> اتیلن 
دیگر  عبارت  به  باشد.  می  گلیکول>گلیسرول>DMF>متانول 
حلال  ترین  قطبی  گلیسرول  و  ترین  غیرقطبی  ایزوپروپانول 
و  مستقیم  ارتباط  بنابراین  است.  آب  به  نسبت  استفاده  مورد 
حلال  به  آنزیم  مقاومت  و  آلی  حلال  قطبیت  مابین  مشخصی 
آلی مشاهده نمی گردد. این در حالیست که پاژنگ و همکاران 
 LogP 13( بیان داشته اند که در مورد آنزیم ترمولیزین هر چه(

، افسانه صدر ممتاز و همکاران تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم 
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از   افزایش یابد مهار نیز بیشتر خواهد شد. از سوی دیگر یکی 
ویژگی های  الاستاز این است که در حضور طیف وسیعی از حلال 
آلی فعالیت آنزیمی بالا را نشان می دهد )10(. این فعالیت بالا از 
اهمیت کاربردی بسیاری برخوردار است چنانچه میزان فعالیت 
این آنزیم با آنزیم صنعتی ترمولیزین مقایسه گردد فعالیت بالای 
آنزیم الاستاز به خوبی آشکار می گردد )11(. چنانچه ترمولیزین 
در حضور غلظت40% حلال های آلی ایزوپروپانول ، دی متیل 
فرمامید و متانول به ترتیب در 6، 5، 10 و 16/5% حلال آلی 
50% فعالیت خود را حفظ کرده است )2(. این تحقیق پیشنهاد 
بسیار  جایگزین  آئروجینوزا  سودوموناس  الاستاز  که  کند  می 
های  در حضور حلال  استفاده  ترمولیزین جهت  برای  مناسبی 
آلی به منظور کاربردهای صنعتی از جمله سنتز پپتید و آسپارتام 

می باشد.

تشکر و قدردانی 
نویسندگان مقاله کمال تشکر را از آزمایشگاه بیوشیمی دانشکده 

علوم پایه و معاونت پژوهشی دانشگاه گیلان ابراز می دارند.
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