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در صنعت بيوتكنولوژي، تخليص پروتئين مطلوب از مجموعه  هاي عمده يكي از چالش
 حاضر تحقيقاز هدف . هاي موجود در سوسپانسيون تخميري است بيومولكول

از توسط سويه باسيلوس ليكني فورميس  دشدهيتولجداسازي آنزيم پروتئاز 
 سيستم دوفازي آبي .باشد دوفازي آبي مي  سوسپانسيون تخميري با استفاده از سيستم

در اين تحقيق . ها است روشي ارزشمند براي جداسازي و تخليص مخلوط بيومولكول
و  2000وزن مولكولي ( يكولپلي اتيلن گلاهاي دوفازي آبي مختلف شامل  سيستم
هاي سيترات سديم و  و نمك درصد وزني 60و  50، 40هاي  در غلظت) 8000

از پروتئاز آنزيم براي استخراج درصد  50و  40هاي  در غلظتسيترات پتاسيم 
نتايج  .مورد آزمايش قرار گرفتند باسيلوس ليكني فورميس سوسپانسيون تخميري

و نمك  2000سيستم متشكل از پلي اتيلن گلايكول با وزن مولكولي نشان داد كه 
بهترين مناسب و  پروتئاز از سوسپانسيون تخميري استخراجسيترات سديم براي 

درصد  40و  2000يكول پلي اتيلن گلا به وزني درصد وزني 40مل شرايط عملياتي شا
درصد بازيابي و  فاكتور تخليصفوق، شرايط  سديم بود كه درسيترات  به وزنيوزني 
  .آمد به دست 9/48و  7/12ترتيب ه ب آنزيم
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  مقدمه-1
هاي صنعتي بوده و  يكي از سه گروه بزرگ آنزيمپروتئازها 

ها، سهم عمده بازار  درصد از فروش جهاني آنزيم 60با حدود 
   .]1[اند هاي صنعتي را به خود اختصاص داده آنزيم

 يدشدهتولاز ميان انواع پروتئازها، پروتئازهاي قليايي 
به دليل ثبات حرارتي و  هاي جنس باسيلوس توسط گونه

اي در صنايع  هاي متفاوت از اهميت فزاينده pHپايداري تحت 
به علاوه اعضاي اين جنس قابليت بالايي . شوينده برخوردارند

در توليد و ترشح مقادير بسيار زياد آنزيم دارند كه ناشي از 
  .]2[است  ها آنهاي فيزيولوژيك  فعاليت

ع بپروتئازها از منادر خصوص جداسازي و تخليص 
هاي مختلفي استفاده شده است كه در اين  گوناگون از روش

هاي دوفازي آبي به علت هزينه پايين، زمان كوتاه و  بين سامانه
و  پروتئينو براي جداسازي  ]3[ بيشتري دارندبازده بالا مزيت 

  .]5و4[ نداستفاده شده امكرراً هاي زيستي  ساير مولكول
به وزن مولكولي پلي اتيلن  مطلوبهاي  جداسازي پروتئين

سيستم دوفازي آبي بستگي  دهنده ليتشكيكول و اجزاي گلا
هاي  زيرا اين پارامترها از طريق تغيير ميزان برهمكنش ،دارد
يكول و نواحي كه به برهمكنش بين پلي اتيلن گلا گريزي آب
 تأثيرها  شود، بر تفكيك پروتئين ها مربوط مي پروتئين گريز آب
هاي دو  هاي زيستي در سيستم تفكيك مولكول .]6[گذارند مي

 ، دما،pHثر از عواملي چون متأفازي آبي همچنين تا حدودي 
 و نوع هاي زيستي مولكول غلظت و، اندازه خواص سطحي

  . ]7[است و نمك پليمر
هاي دوفازي  در استفاده از سيستم اي گستردهتحقيقات 

پروتئاز از منابع مختلف انجام هاي  آبي براي استخراج آنزيم
نشان ) 2010(و همكاران  1چايووتكه طوريهب. شده است
 گياه از عصاره پروتئازدرصد استخراج آنزيم  بالاتريندادند كه 
 در فاز غني از پليمر سيستم دو فازي آبي متشكل از 2استبرق

(%w/w) 12 و 4000وزن مولكولي  با پلي اتيلن گلايكول 
(%w/w) 17  افزايش  آمد و با به دستنمك منيزيم سولفات

 ،تفكيك فعاليت آنزيمي ضريبوزن مولكولي و غلظت پليمر، 
كاهش  درصد استخراج آنزيم و تخليص فاكتور ،فعاليت ويژه

 ،فعاليت ويژهموجب كاهش  نيز نمك تظغل افزايش .يافت
  .]8[شد درصد استخراج آنزيمو  تخليص فاكتور

 و در جداسازي) 2011(همكاران و  3سارانگيتحقيقات 
 غلظت مرغ نشان داد كه افزايش روده از پروتئاز تخليص آنزيم

                                                           
1 Chaiwut 
2 Calotropis procera 
3 Sarangi  

 كاهش به سيستم دو فازي آبي منجر در نمك سيترات سديم
 آنزيم شد و با تخليص فاكتور و استخراج درصد عملكرد
تخليص آنزيم  فاكتور و استخراج درصد پليمر، غلظت افزايش

  ].9[كاهش يافت 
 از مختلف، پارامترهاي اثر) 2012(و همكاران  4عميد

 سولفات و فسفات پتاسيم سيترات، سديم( نمك نوع جمله
طعام را بر تخليص آنزيم  افزودن نمك تأثير و pH ،)آمونيوم

نشان دادند  ها آن. رسي كردندبرپروتئاز از عصاره ميوه انبه را 
وراك كه غلظت نمك پتاسيم فسفات و ميزان آنزيم اوليه در خ

بوده و افزودن نمك  رگذاريتأث شدت بهبر تفكيك آنزيم پروتئاز 
پروتئاز را در فاز بالا تسهيل ، تفكيك pHطعام و تعديل 

  .]10[ كند مي
 توليد پروتئازتحقيق تفكيك و تخليص آنزيم هدف اين 

 يتخمير گوشت از آب 5باسيلوس ليكني فورميس توسط شده
متشكل از پليمر پلي اتيلن  سيستم دوفازي آبيبا استفاده از 

هاي آلي  انواع نمكبا  8000و  2000گليكول با وزن مولكولي 
غلظت اجزاء  تأثيرهمچنين . است سيترات سديم و پتاسيم

مورد بررسي آنزيم  جداسازيپليمر و نمك بر  دهنده تشكيل
هاي چنين سيستم  دادهلازم به ذكر است كه . گرفت قرار

از  دشدهيتولدوفازي آبي در خصوص جداسازي آنزيم پروتئاز 
  .تر گزارش نشده است باكتري باسيلوس ليكني فورميس پيش

  
  ها اد و روشمو -2

با بالاترين درجه خلوص  مواد شيميايي مورد استفاده كليه
از  باسيلوس ليكني فورميس همچنين باكتري. تهيه شدند

  .تهيه شد علمي و صنعتي ايران هاي ن پژوهشسازما
  

  ها روش انجام آزمايش -2-1
ور جهت توليد آنزيم پروتئاز در  فرايند تخمير غوطه

با محيط كشت متشكل از گلوكز  يتريل يليم 250هاي  فلاسك
g/L 20هيدروژن فسفات  ، دي پتاسيمg/L 7دي  ، پتاسيم

، كلريد g/L 2/0، سولفات منيزيم g/L 2هيدروژن فسفات 
 g/L10عصاره مخمر  ،g/L 1سولفات آمونيوم  ،g/L 5/0سديم 

پس از . انجام شد )به عنوان القاء كننده(g/L10 و كازئين
بعد . ، مايه تلقيح باكتري به آن اضافه شداستريل سازي محيط

آنزيم توسط سانتريفوژ  جداسازي، گذاريگرمخانه ساعت 24از 
  .شد انجام) دقيقه 10طي  دور در دقيقه 10000در (

                                                           
4. Amid 
5. B. licheniformis 
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  سيستم دوفازي آبي حاوي سوسپانسيون آنزيمي )1(شكل 

  جدايش فازهاپس از 

 
هاي سيترات سديم و  حاوي نمك نوع سيستم دوفازي تأثير )2(شكل 

  جداسازي آنزيمبر  8000و  2000پتاسيم به همراه پلي اتيلن گليكول 
  

بر  و نمكپليمر  مولكولي وزننوع و  به منظور بررسي اثر
سيستم دوفازي آبي،  از يتخمير آبگوشت در جداسازي پروتئاز

با محلول  سيترات پتاسيمو  سيترات سديمهاي  محلول نمك
استفاده  8000و  2000يكول با وزن مولكولي پلي اتيلن گلا

نمك به  -)يكولپلي اتيلن گلا(فازي پليمر سيستم دو  .شد
هاي  در مقايسه با سيستم(دليل مزايايي مانند ويسكوزيته كم 

در مقايسه با پليمرهايي مانند (و هزينه ناچيز ) پليمر-پليمر
استفاده از . استفاده شد) يكول و دكسترانپلي پروپيلن گلا

 باشند موجب كاهش پليمرهايي كه داراي گرانروي بالا مي
از  .]6[شود شديد فعاليت آنزيم پروتئاز در فاز غني از پليمر مي

ي سيترات سديم و سيترات پتاسيم جزء ها نمكآنجا كه 
به دليل حفظ ماهيت پروتئيني آنزيم و بوده،  هاي آلي نمك

هاي فعال آنزيمي و در نتيجه حفظ ميزان فعاليت  جايگاه
  .]11[ ها انتخاب گرديدند آنزيمي در جداسازي آنزيم

هاي  محلول از وزن برابر با فاز آبي دو هاي همه سيستم
محلول پلي  و )درصد وزني 50و  40هاي  در غلظت(نمكي 

 )درصد وزني 60و  50، 40هاي  در غلظت( يكولاتيلن گلا
پس از افزودن مقدار مناسب از محلول آنزيم  .تهيه گرديدند

دور  7000ها توسط سانتريفوژ در  فاز، و تكانش شديد توليدي
ها،  پس از جدايي فاز. جداسازي شدند دقيقه 10بر دقيقه طي 

 شد گيري اندازهمنظور تعيين نسبت حجمي، حجم هر فاز ه ب
جهت تعيين فعاليت آنزيمي و غلظت پروتئين در . ))1(شكل (

  .انجام شد برداري نمونه يك سرنگ با استفاده ازها،  نمونه
  

  آناليز هاي روش -2-2
با استفاده  به روش اسپكتروفتومتري آنزيم پروتئازفعاليت 

 غلظت. ]12[ گيري شد اندازه آزوكازئينسوبستراي از 
سرم آلبومين  با استفاده از ]13[ 1برادفورد ها به روش پروتئين

                                                           
1 Bardford 

همچنين ويسكوزيته  .شد گيري اندازه استاندارد گاوي به عنوان
 نتايج. شد گيري اندازهمحلول آبي پليمري با ويسكومتر استوالد 

، )Kp(پروتئين  تفكيك از جمله ضريب پارامترهاييتوسط 
 ،)Y(، درصد استخراج آنزيم )Ke(تفكيك فعاليت آنزيمي  ضريب

 تحليلتعريف و  )SA(و فعاليت ويژه  )PF(ص وفاكتور خل
  .]6[ گرديد

  

  و بحث جاينت -3
 توسطها  هاي مهم در جداسازي آنزيم از چالش

دوفازي آبي، تعيين سيستم مناسب براي استخراج هاي  سيستم
+  2000يكول آنزيم است لذا چهار سيستم پلي اتيلن گلا

سيترات سديم،  + 8000يكول پلي اتيلن گلا سيترات سديم،
پلي اتيلن  سيترات پتاسيم، + 2000يكول پلي اتيلن گلا

سيستم براي تعيين سيترات پتاسيم،  + 8000يكول گلا
بيشترين ميزان استخراج  .ب انتخاب گرديدمناس آبي دوفازي

 2000يكول پلي اتيلن گلاآنزيم در سيستم دوفازي آبي حاوي 
). 2شكل (آمد  به دست سيترات سديمبه همراه نمك 

سيترات ص براي نمك وفاكتور خلهمچنين نتايج نشان داد كه 
  .پتاسيم، مقادير بالاتر بود سيتراتدر مقايسه با نمك سديم 
وزن مولكولي پليمر بر درصد استخراج آنزيم  تأثير 3 شكل

و تغييرات نمك سيترات سديم در محيط حاوي  پروتئاز
اين نتايج . دهد نشان مي راويسكوزيته محيط غني از پليمر 

كه با افزايش  نشان داد كه با افزايش وزن مولكولي پليمر
استخراج درصد ويسكوزيته محيط فاز غني از پليمر همراه بود 

 لو كاهش انتقانزيم پروتئاز به علت ايجاد محيط ناهمگن آ
افزايش رفتار  هبهمچنين با توجه . ، كاهش يافتجرم
زنجيره پليمري پلي اتيلن پليمر با افزايش طول  يزيگر آب
  .يابد كاهش ميآنزيم در فاز پليمري تفكيك ميزان يكول گلا

٠

٣

۶

٩

١٢

١۵

سيترات 
2000+سديم

سيترات 
2000+پتاسيم

سيترات 
8000+سديم

سيترات 
8000+پتاسيم

ص
خلو

ور 
اكت

ف
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درصد لي اتيلن گلايكول بر پ وزن مولكولي پليمر تأثير) 3(شكل 
  استخراج آنزيم و ويسكوزيته محيط

فاكتور  بر 2000 كوليگلاپليمر پلي اتيلن غلظت  تأثير )4(شكل 
  آنزيم و ويسكوزيته محيط خلوص

  
و همكاران نيز گزارش كردند كه فعاليت آنزيمي با  1تيانوي

 يابد افزايش ويسكوزيته در محيط غني از پليمر كاهش مي
يكول افزايش وزن مولكولي پلي اتيلن گلاهمچنين  .]11[

لذا  ،شود هاي پليمر مي موجب افزايش ميزان ممانعت مولكول
ها  حجم آزاد كاهش يافته و فضاي كافي براي حضور پروتئين

  . ]14[وجود نخواهد داشت
هاي  از پليمرهايي با وزن بايد توجه نمود كه استفاده
زيرا با كاهش بيش از  ،گردد مولكولي خيلي كم نيز توصيه نمي

در فاز )  غير از آنزيم(ها  حد وزن مولكولي پليمر، ساير پروتئين
يابند، در نتيجه جداسازي و تخليص آنزيم از  پليمري تجمع مي

است كه  به ذكرلازم . ها دشوار خواهد شد ساير پروتئين
تحقيقات پيشين ما در مورد استخراج آنزيم ليپاز نيز نشان داد 

كاهش  فاكتور خلوصها،  با افزايش وزن مولكولي پليمركه 
  ].6[ يافت

، هاي لازم جهت ادامه بررسي آمده دست بهبا توجه به نتايج 
يكول با سيستم نمك سيترات سديم و پليمر پلي اتيلن گلا

  .ب گرديدانتخا 2000وزن مولكولي 
ارائه شده  4در شكل پليمر بر فاكتور خلوص غلظت  تأثيرنتايج 
 لنيات يپلبر اساس تئوري جداسازي، افزايش غلظت . است

 كشش سطحي بين منجر به افزايش ويسكوزيته و كوليگل

بنابراين مقاومت براي ؛ شود هاي سيستم دوفازي آبي مي فاز
. يابد ميهاي پروتئاز به فاز بالاي پليمري افزايش  انتقال مولكول

غلظت پليمر فاكتور  افزايشرفت با  كه انتظار مي طور همان
   .كاهش يافتخلوص در فاز بالا 

ازـپروتئ ـ براي بررسي اثر غلظت نمك بر ميزان استخراج آنزيم

                                                           
1 Tianwei  

  
  سديمغلظت نمك سيترات  تأثير )5(شكل 
  بر درصد استخراج آنزيم پروتئاز 

  
درصد وزني پلي اتيلن  40در سيستم دوفازي آبي حاوي 

 دربا نمك سيترات سديم، محلول نمكي  2000يكول گلا
. مورد بررسي قرار گرفت درصد وزني 45 و 40هاي  غلظت

نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت نمك درصد استخراج 
  ).5شكل (آنزيم كاهش يافت 

هاي  افزايش غلظت نمك در فاز پايين روي برهمكنش
افزايش . گذارد مي تأثيرها و فاز پليمري  پروتئين گريز آب

تواند موجب كاهش حجم آزاد موجود  غلظت نمك تا حدي مي
ها به سمت فاز  در فاز نمكي شده و باعث حركت پروتئين

 salting outهاي بالاي نمك خاصيت  در غلظت. پليمري شود
ها در فصل مشترك دو فاز  موجب ترسيب پروتئين تواند يمآن 

هاي  جداسازي و درصد استخراج بيومولكول ميزانگردد لذا 
هاي  هاي نمك با گروه از آنجا كه يون .يابد هدف كاهش مي

ها برهمكنش دارند، با تشكيل  باردار با بار مخالف پروتئين
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ه شدن هاي يوني موجب دهيدرات هاي دوتايي از گروه لايه
اين خاصيت آب . شوند ها مي پروتئين) حذف مولكول آب(

ها باعث  هاي نمك و دهيدراته كردن پروتئين پوشي يون
  .]15[ شود ها مي پروتئين گريز آبگسترش نواحي 

  
  يريگ جهينت -4

دوفازي  يها ستميدر س بيومولكول توزيع بررسي هدف از
 جداسازي بازدهي افزايش براي مناسب شرايط آبي دستيابي به

سيستم  .از محيط تخمير است ها آنزيم خصوصاً ها بيومولكول
حلال آلي  -هاي متداول و سنتي آب دو فازي آبي به سيستم

از آنجا كه هر دو فاز تا حد . باشد هاي بيشتري مي داراي مزيت
بسيار زيادي شامل آب بوده، سيستم بسيار ملايمي براي مواد 

هاي پژوهش حاضر نشان داد  يافته .نمايند بيولوژيكي فراهم مي
داري بر  هاي دوفازي آبي اثر معني كه تركيب فازي سيستم

در اين تحقيق سيستم دو فازي . تفكيك آنزيم پروتئاز دارند
با وزن  يكولپلي اتيلن گلاوزني  درصد 40غلظت حاوي 

نمك سيترات درصدي  40مراه محلول ه به 2000مولكولي 
ج آنزيم پروتئاز حاصل از براث تخميري سديم براي استخرا

. مناسب تشخيص داده شد باسيلوس ليكني فورميسباكتري 
تمايل به  شدت بهنتايج آزمايشگاهي نشان داد كه آنزيم پروتئاز 

  .رددا يكولپلي اتيلن گلاتفكيك در فاز غني از 
  

  تشكر و قدرداني
از آقاي دكتر محمدعلي صالحي، خانم دكتر معصومه 

استفاده از نظرات  جهت،  خانم مهندس صاحبه عليزاده انوري و
و مساعدت در ايجاد شرايط آزمايشگاهي تشكر به عمل 
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ABSTRACT  ARTICLE INFO 

Purification of the desired protein from the fermentation broth 
containing a wide variety of biomolecules is one of the major 
challenges in the biotechnology industry. The aim of this 
work was partitioning of protease from the fermentation broth 
using aqueous two-phase systems (ATPS). ATPS has proved 
to be a valuable tool for separating and purifying mixtures of 
biomolecules. In this study, the various aqueous two-phase 
systems containing polyethylene glycol (PEG 2000 and 8000) 
at a concentration of 40, 50, and 60% (w/w) with salts sodium 
citrate, potassium citrate at a concentration of 40 and 50% 
(w/w) were investigated for extraction of protease from 
fermentation broth. The results showed that the polyethylene 
glycol 2000/ sodium citrate system was suitable for the 
extraction of protease from fermentation broth of Bacillus 
licheniformis and the best operating system was contained the 
40% (w/w) polyethylene glycol 2000, 40%(w/w) sodium 
citrate resulted in enzyme activity recovery of 48.9% and 
purification factor of 12.7. 
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