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تولید آنزیم توسط باسیلوس در محیط کشت غوطه ور 
حمید تبیانیان1، بهزاد اطروشی2،*، علی کرمی 1 ، حمید باباولیان3

1. مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه ا(...عج)، تهران، ایران.

2. باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، واحد لاهیجان، دانشگاه آزاد اسلامي، لاهیجان، ایران.

3. مرکز تحقیقات ویروس شناسی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه ا(...عج)، تهران، ایران.

چکیده
سابقه و هدف: پروتئازها رده ای از آنزیم ها می باشد و به دلیل نقش های فیزیولوژیک و کاربردهای تجاری موقعیت بسیار ارزشمندی 
دارند. پروتئازهای قلیایی ایجاد توسط شده توسط گونه های جنس Bacillus به دلیل ثبات حرارتی و پایداری که در pH های متفاوت 
دارند از اهمیت ویژه ای برخوردارند. در این تحقیق که با هدف بررسی مقایسه ای دو روش کشت بسته و نیمه پیوسته در محیط کشت 

غوطه ور برای تولید آنزیم پروتئاز قلیایی با سوبسترای گلوکز 2، 10 و20 درصد انجام شد.
مواد و روش ها: باکتری ها از جنس Bacillus از خاک های قلیایی استان گیلان جداسازی و پس از غربال گری بررسی تولید آنزیم 

به طور هم زمان در دو روش کشت بسته و نیمه پیوسته از نظر تولید آنزیم مورد ارزیابی قرار گرفت.
 U/ml یافته ها: بررسی مقایسه ای دو سیستم در بهترین حالت نشان از تولید 2/3 برابری در کشت نیمه پیوسته با گلوکز2 درصد

0/207 در مقایسه با U/ml 0/088 در کشت بسته بوده و حاکی از برتری این روش بر روش بسته است.
نتیجه گیری: سویه Bacillus جدا سازی شده توان تولید آنزیم پروتئاز قلیایی در هر دو روش کشت را دارد اما فعالیت آنزیمی در 

کشت نیمه پیوسته در مقایسه با کشت بسته 2/3 برابر بیش تر بود.
Bacillus ،کلمات کلیدی: آنزیم، کشت غوطه ور
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مقدمه
که  شوند  می  شناخته  هایی  بیوکاتالیست  عنوان  به  ها  آنزیم 
بسیاری از واکنش های شیمیایی را انجام می دهند و به صورت 
تجاری در غذا ، پاک کننده ها ، داروها و صنایع شیمیایی کاربرد 
دارند. حدود بیش از 3000 آنزیم مختلف که تا به حال شناخته 

شده اند)4(.
با توجه به نقش های  آنزیم ها هستند که  از  پروتئازها رده ای 
فیزیولوژیک و کاربردهای تجاری موقعیت خیلی مهمی دارند. به 
نیاز ارگانیسم های زنده  از لحاظ فیزیولوژیک مورد  اینکه  دلیل 
هستند در طیف وسیعی از منابع طبیعی همانند گیاهان، جانوران 
و میکرو ارگانیسم ها وجود دارند. پروتئازها دو نقش سنتیکی و 

پروتئولیتیکی را بازی می کنند )14, 11(.
پروتئازها از نظر اختصاصیت عمل کرد به سه گروه اسیدی، خنثی 

و قلیایی تقسیم می شوند. پروتئازهای قلیایی از نظر فیزیولوژیک 
و تجاری گروه مهمی از آنزیم ها هستند که به عنوان افزودنی 
در پاک کننده ها کاربرددارند که 40درصد از کل فروش آنزیم 
ها و 89درصد از سهم فروش پروتئازها را به خود اختصاص می 

دهند)1،5(.
تمام میکرو ارگانیسم ها برای رشد بهینه، از الگوی توزیع طبیعی 
اکثراین  pH است.  به  بر وابستگی  پیروی می کنند که مبتنی 
با  کنند.  می  رشد  خنثی   pH درمحدوده  ها  ارگانیسم  میکرو 
هم  ها  ارگانیسم  میکرو  جمعیت  خنثی،  محدوده  از   PHدوری

کاهش می یابد(7).
توسط  شده  تولید  قلیایی  پروتئازهای  پروتئازها،  انواع  میان  از 
گونه های جنس Bacillus به دلیل ثبات حرارتی و پایداری که 
در pH های متفاوت دارند از اهمیت ویژه ای در صنایع شوینده 
برخوردارند. علاوه بر این اعضا این جنس قابلیت بالایی در تولید 
و ترشح مقادیر بسیار زیاد آنزیم دارند که ناشی از فعالیت های 

فیزیولوژیک آن ها می باشد(2).
تولید این آنزیم با هردو روش کشت غوطه ور و تخمیر در بستر 
جامد و هم چنین به روش بسته و نیمه پیوسته انجام می شود.
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تخمیرهای صنعتی به صورت ناپیوسته، نیمه پیوسته و پیوسته 
طور  به  که  است  روشی  پیوسته  نیمه  کشت  شود.  می  انجام 
گسترده در صنعت برای تولید آنزیم استفاده می شود و می تواند 
توده ی زیستی با غلظت بالا را با سرعت رشد کم ترکیب کند. با 
تغییر های غلظت سوبسترا می توان شرایط رشد و تولید محصول 
را کنترل کرد چون سوبسترا می تواند به طور مستقیم بر روی 

وضعیت فیزیولوژیکی میکروارگانیسم تاثیر گذارد (16،15 ).
آنزیم  تولید  بر  اثر غلظت گلوکز  با هدف مطالعه  تحقیق حاضر 
دو روش  به  مشابه  در شرایط  زمان  به طور هم  قلیایی  پروتئاز 
کشت بسته و نیمه پیوسته و ارزیابی مقایسه ای تولید در هر دو 

سیستم انجام پذیرفت.
مواد و روش ها

جداسازی میکروارگانیسم
تعداد 15 نمونه خاک ازمناطق جنوبی استان گیلان شامل منجیل 
، لوشان و رودبار که برخوردار از خاک های قلیایی بودند تهیه ودر 
 1 gr  کیسه های پلی اتیلن استریل به آزمایشگاه انتقال یافت. سپس
ازهر نمونه در ml 9 آب مقطر استریل در لوله آزمایش سوسپانسیون 
تهیه شد وبه مدت 20 دقیقه در درجه حرارت c° 80 حرارت داده 
شد. سپس از هریک از لوله ها 0/1 میلی لیتر به محیط نوترینت 
 Spread آگار منتقل و توسط میله شیشه ای سرکج به روش 
plating کشت داده شدند و پلیت ها به مدت 24ساعت در37 
از  ها  کلنی  شدند. سپس  گذاری  خانه  گراد گرم  سانتی  درجه 
نظر واکنش گرم و آزمایش های بیوشیمیایی مورد شناسایی قرار 

گرفتند.(6)
غربال گری سویه های تولید کننده آنزیم

جهت بررسی سویه های تولید کننده آنزیم تمامی باسیلوس ها 
و  لیتر(  در  در محیط کشت  skim milk powder)20گرم 
در  و  داده شد  ای کشت  نقطه  به روش  لیتر(  در  آگار )20گرم 
انکوباتور 37 درجه به مدت 24ساعت نگه داری شد. تولید هاله 
شفاف اطراف کلونی نشان دهنده ی تولید انزیم پروتئاز است(8).

شناسایی گونه های مولدآنزیم
تایید شناسایی گونه ها براساس بررسی لام میکروسکوپی، رنگ 
آمیزی گرم و اسپور و آزمایش های بیوشیمیایی در سطح جنس 
انجام شد. بدین منظور آزمایش های ژلاتیناز، هیدرولیز کازئین، 
کاتالاز، هیدرولیز لستین، اوره آز، تجزیه سیترات، احیای نیترات، 

هیدرولیز نشاسته و تخمیر قندها انجام پذیرفت(6،8).
تهیه پیش کشت

به منظور تهیه مایه تلقیح باکتریایی از محیط کشت حاوی گلوکز 
 ( مخمر  عصاره   ،  ) لیتر  در  )5گرم  پپتون   ،  ) لیتر  در  )10گرم 
5گرم در لیتر ( ، کازئین ) 2گرم در لیتر ( ، دی پتاسیم هیدروژن 

فسفات )1گرم درلیتر ( ، سولفات منیزیم 7 آب ) 0/2 گرم در 
لیتر( به ازای 50 میلی لیتر تهیه شد و  pHمحیط برابر 10 با 

استفاده از  pHمتر تنطیم گردید(13).
گلوکز  با  پیوسته  نیمه  و  بسته  روش  به  ور  غوطه  تخمیر 

2درصد
 ، مقطر  آب  لیتر  میلی  حاوی 50  محیط کشت  دو  حال  این  با 
پتاسیم هیدروژن فسفات )1گرم  ، دی  لیتر(  گلوکز )10گرم در 
در لیتر(، کازئین )1درصد( ، سولفات منیزیم )0/2گرم در لیتر(، 
سولفات آمونیوم 1/5درصد )وزنی حجمی(تهیه شد و  pHآن به 9 
تنظیم شد. سپس ارلن ها در اتوکلاو در درجه حرارت C˚121 به 
مدت 20 دقیقه استریل گردید. سپس از محیط پیش کشت میزان 
 )OD600nm= 0/6( با کدورت مناسب ) 15درصد )حجمی/حجمی
ارلن  یک  به  ساعت   3 زمانی  فاصله  به  شد. سپس  اضافه  ان  به 
10میلی لیتر محلول گلوکز 2 درصد)20گرم در لیتر( و به ارلن 

دیگر 10 میلی لیتر آب مقطر استریل اضافه شد(10).
گلوکز  با  پیوسته  نیمه  و  بسته  روش  به  ور  غوطه  تخمیر 

10درصد
 ، مقطر  لیتر آب  میلی  این حال دو محیط کشت حاوی 50  با 
گلوکز )10گرم در لیتر( ، دی پتاسیم هیدروژن فسفات )1گرم 
در لیتر(، کازئین )1درصد( ، سولفات منیزیم )0/2گرم در لیتر(، 
سولفات آمونیوم 1/5درصد تهیه شد و  pHآن به 9 تنظیم شد. 
مدت  به   121˚C حرارت  درجه  در  اتوکلاو  در  ها  ارلن  سپس 
میزان  کشت  پیش  محیط  از  گردید. سپس  استریل  دقیقه   20
فاصله  به  شد. سپس  اضافه  ان  به   ) )حجمی/حجمی  15درصد 
 10 گلوکز  محلول  لیتر  10میلی  ارلن  یک  به  ساعت   3 زمانی 
درصد)100گرم در لیتر( و به ارلن دیگر 10 میلی لیتر آب مقطر 

استریل اضافه شد(10).
گلوکز  با  پیوسته  نیمه  و  بسته  روش  به  ور  غوطه  تخمیر 

20درصد
 ، مقطر  لیتر آب  میلی  این حال دو محیط کشت حاوی 50  با 
گلوکز )10گرم در لیتر( ، دی پتاسیم هیدروژن فسفات )1گرم 
در لیتر(، کازئین )1درصد( ، سولفات منیزیم )0/2گرم در لیتر(، 
سولفات آمونیوم 1/5درصد تهیه شد و  pHآن به 9 تنظیم شد. 
مدت  به   121˚C حرارت  درجه  در  اتوکلاو  در  ها  ارلن  سپس 
میزان  کشت  پیش  محیط  از  گردید. سپس  استریل  دقیقه   20
فاصله  به  شد. سپس  اضافه  ان  به   ) )حجمی/حجمی  15درصد 
 10 گلوکز  محلول  لیتر  10میلی  ارلن  یک  به  ساعت   3 زمانی 
درصد)200گرم در لیتر( و به ارلن دیگر 10 میلی لیتر آب مقطر 

استریل اضافه شد(10).
اثر پارامترهای محیطی بر تولید آنزیم در محیط غوطه ور 
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به روش کشت بسته
تولید آنزیم در دوره های زمانی ) 12 ،24 ،36 ،48 ،60(ساعت 
و pH )7 ،8 ،9 ،10 ،11( و حجم تلقیح با در صدهای حجمی 
) 5 ،10 ،15 ،20 ،25( و سولفات آمونیوم با درصدهای وزنی ) 
0،1/5 ،1/5 ،2 ،2/5( در کشت بسته مورد بررسی قرار گرفت و 
از نظر بیش ترین مقدار تولید آنزیم، برای کشت  بهترین بستر 

نیمه پیوسته انتخاب شد.
استخراج آنزیم

از کاغذ صافی فیلتر شده  ابتدا محیط کشت مایع  بدین منظور 
و در لوله های آزمایش ریخته و پس از سانتریفوژ به مدت 20 
دقیقه در 6000 دور ،از محلول رویی به عنوان محلول خام حاوی 

آنزیم جهت ارزیابی فعالیت آنزیمی استفاده شد.
سنجش فعالیت آنزیم

 μl ترتیب  بدین  شد.  انجام  کازئین  سوبسترای  با  آزمایش  این 
200 ازمحلول خام حاوی آنزیم برداشته و به ml 2 از محلول 
 )Tris 1000 ml سوبسترای کازئین )حاوی 20 گرم کازئین در
خانه  گرم   35˚C دمای  در  دقیقه  مدت 20  به  و  گردید  اضافه 
 2/5  ml آنزیمی  واکنش  توقف  منظور  به  سپس  شد.  گذاری 
استیک(  اسید   %9 و  استات   %9  ،TCA  %5(  TCA محلول 
نگهداری شد.  اتاق  دمای  در  دقیقه   5 مدت  به  و  گردید  اضافه 
سپس لوله ها به مدت 20 دقیقه در 6000 دور سانتریفیوژ گردید 
و سپس جذب نوری نمونه ها در طول موج 300 نانومتر توسط 
دستگاه اسپکتروفتومتر مورد ارزیابی قرار گرفت. در این میان یک 
2سوبسترای کازئین   ml0/2 اب مقطر و  ml لوله شاهد حاوی 
آنزیمی  فعالیت  واحد  یک  شد.  تهیه   TCA محلول   2/5  mlو
را  تیروزین  گرم  میلی  یک  بتواند  که  آنزیمی  مقدار  صورت  به 
با  تیروزین حاصله  مقدار  گردید.  تعریف  نماید،  تولید  دقیقه  در 

استفاده از منحنی استاندارد تعیین گردید(13 ,3).

یافته ها
تعلق  کننده  تایید  بیوشیمیایی  های  آزمایش  از  حاصل  نتایج 
باکتری جداسازی شده به جنس باسیلوس بود.در آزمایش های 
انجام شده در کشت بسته و نیمه پیوسته افزایش فعالیت آنزیم 
در کشت نیمه پیوسته مشاهده شد. جدول و شکل های)2،1و3 
نتایج حاصله را نشان می دهد و همین طور شکل 4 غلظت های 

مختلف را نشان می دهد.

فعالیت انزیمی 
Fed-Batch

فعالیت انزیمی 
Batch

زمان

0/095 U/ml 0/088 U/ml ساعت 24 شروع

0/108 U/ml 0/085 U/ml ساعت 27 از شروع

0/170 	U/ml 0/083 	U/ml ساعت 30 از شروع

0/207 U/ml 0/088 U/ml ساعت 33 ازشروع

جدول1-نتایج تخمیر غوطه ور به روش نیمه پیوسته با گلوکز 2درصد

شکل1-مقایسه کشت بسته با کشت نیمه پیوسته گلوکز2درصد

با توجه به نمودار برتری تولید آنزیم در کشت نیمه پیوسته با گلوکز 2 درصد 

فعالیت  ثانویه،  غذادهی  با  زمان  گذشت  با  رفته  رفته  که  شود  می  مشاهده 

آنزیمی با شیب تند افرایش می یابد.

فعالیت انزیمی
 Fed-Batch

فعالیت انزیمی 
Batch

زمان

0/U/ml077 0/U/ml076 ساعت 24 شروع

0/U/ml113 0/077 	U/ml ساعت 27 از شروع

0/123 	U/ml 0/U/ml076 ساعت 30 از شروع
0/U/ml135 0/U/ml077 ساعت 33 ازشروع

جدول2-نتایج تخمیر غوطه ور به روش نیمه پیوسته با گلوکز 10درصد

شکل2-مقایسه کشت بسته با کشت نیمه پیوسته گلوکز 10درصد

همان طور که در شکل نشان داده شده است در کشت نیمه پیوسته با 

غذادهی گلوکز 10درصد به فاصله زمانی 3 ساعت افزایش فعالیت آنزیم 
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حاصل گردید..

فعالیت انزیمی زمان
Batch

فعالیت انزیمی
Fed-batch

U/ml0/083 0/080ساعت 24 شروع 	U/ml

ساعت 27 از 
شروع

0/082 U/ml0/097 	U/ml

ساعت 30 از 
شروع

0/080 U/ml0/1 U/ml

U/ml0/102 U/ml 0/080ساعت 33 ازشروع
جدول3-نتایج تخمیر غوطه ور به روش نیمه پیوسته با گلوکز 20درصد

شکل3-مقایسه کشت بسته با کشت نیمه پیوسته گلوکز20درصد

شکل4-مقایسه کشت بسته با کشت نیمه پیوسته در غلظت های مختلف

همان طور که در شکل نشان داده شده است در روش کشت نیمه 
پیوسته در مقایسه با کشت بسته افزایش فعالیت آنزیم مشاهده 
شده است. افزایش فعالیت آنزیم در کشت نیمه پیوسته با غلظت 
با غلظت  پیوسته  نیمه  و در کشت  تند  با شیب  گلوکز2 درصد 
گلوکز 10 درصد شیب ملایم و در کشت نیمه پیوسته با غلظت 

گلوکز 20درصد شیب کندی مشاهده شد.
بحث

کشت نیمه پیوسته روشی است که به طور گسترده در صنعت 
می  پیوسته  نیمه  راکتور  شود.  می  استفاده  آنزیم  تولید  برای 
با  تغذیه  تنظیم میزان  به وسیله ی  با روش های مختلف  تواند 
استفاده از پیش خور ویا کنترل فیدبک عمل کند. با تغییر های 
غلظت سوبسترا می توان شرایط رشد و تولید محصول را کنترل 

روی وضعیت  بر  به طور مستقیم  تواند  کرد چون سوبسترا می 
فیزیولوژیکی میکروارگانیسم تاثیر گذارد( 15 , 9 ).

طی آزمایش هایی که Jasvirو همکاران به روش تخمیر غوطه 
روی  Bacillus sphaericusبا  پیوسته  نیمه  روش  به  ور 
به  آنزیم  فعالیت  حداکثر  دادند  انجام  درصد   5 گلوکز  غذادهی 
فاصله زمانی 6 ساعت غذادهی ثبت شد)U/ml 2/446(. بررسی 
کشت نیمه پیوسته با غلظت های مختلف طی یک دوره زمانی 
نشان داد که وجود و یا عدم وجود گلوکز در محیط کشت در توان 
تولید پروتئاز تعیین کننده می باشد و افزایش غلظت مواد غذایی 
در غذادهی منجر به کاهش تولید آنزیم شد. نتایج این تحقیق با 

نتایج jasvir singh مطابقت دارد (12) 
در این تحقیق، آزمایش های کشت نیمه پیوسته با غلظت گلوکز 2، 
10و 20 درصد حداکثر فعالیت آنزیم در ساعت 33 از شروع تخمیر 
 .)0/102 U/ml،0/135 U/ml ،0/207 U/mlمشاهده شد)به ترتیب
نتایج به دست آمده از آزمایش حاکی از این است که با اضافه کردن 
منبع کربن، با گذشت زمان غلظت توده ی سلولی نیز افزایش یافته و 
در نتیجه توان تولید آنزیم بالا می رود. با اضافه کردن گلوکز با غلظت 2 
درصد افزایش فعالیت آنزیم با شیب تند حاصل گردید. در غلظت های 
بالاتر گلوکز افزایش فعالیت آنزیم وجود دارد ولی روند افزایش کندتر 
شده است و غلظت بالاتر گلوکز خود باعث محدودیت رشد ارگانیسم 
شده است. نتایج به دست آمده از آزمایش های کشت نیمه پیوسته با 
محلول گلوکز 10 و 20 درصد نشان دهنده ی این است که غذادهی 
با غلظت بالای گلوکز باعث کاهش توان تولید آنزیم و طولانی تر شدن 
زمان تخمیر می شود. هم چنین غلظت بالا باعث افزایش فشار اسمزی 
و کاهش اکسیژن رسانی به میکروارگانیسم شده و محدودیت رشد و 

کاهش فعالیت آنزیمی را برای میکروارگانیسم به دنبال داشته است
نتیجه گیری

استان  قلیایی  های  از خاک  سازی شده  Bacillus جدا  سویه 
گیلان قادر به تولید آنزیم پروتئاز قلیایی در هر دو روش کشت 
نیمه  کشت  در  آنزیمی  فعالیت  اما  بود  پیوسته  نیمه  و  بسته 

پیوسته در مقایسه با کشت بسته 2/3 برابر بیش تر بود.
سپاسگزاری

نویسندگان این مقاله از کمک های مالی و آزمایشگاهی باشگاه 
پژوهشگران جوان و نخبگان دانشگاه آزاد اسلامي واحد لاهیجان 

کمال امتنان را دارند.
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