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 چکیده

به    پروتئین و تبدیل آن  هاي در شکستن مولکول  هاي صنعتيبه عنوان یکي از پرکاربردترین آنزیم   پروتئازها
زیرگروه  آیند خود به چهار  نقش دارند. سرین پروتئازها که جزو اندوپپتیدازها به حساب مي  آمینواسیدها  و  پپتیدها

شوند. در این  ترین گروه محسوب مي شوند که در میان آنها سرین پروتئازهاي قلیایي از نظر صنعتي مهمتقسیم مي
فوق شور بختگان کلون و   از دریاچه  Salinivibrio proteolyticusمطالعه، ژن سرین متالوپروتئاز قلیایي از سویه  

کیلودالتون را تایید    66دست آمده، تولید یک پروتئین منومر با وزن مولکولي حدود  ه  . نتایج بشدبیان نوترکیب  
دار پلاسمیدهاي چاپروني بر روي بیان محلول پروتئاز مورد مطالعه  نشانگر عدم تاثیر معني  پژوهشنتایج این   کرد.
هاي چاپروني در فاز  دلیل وجود مقادیر بالاي پروتئینه  یند تخلیص پروتئین را باو حتي در صورت استفاده فر  است

نشان    Folin-Ciocalteuسنجش فعالیت آنزیم به روش زایموگرافي و همچنین با محلول  کند.  محلول مختل مي
مهارکنندگي   اثر  مشاهده  با  بود.  کازئین  سوبستراي  روي  بر  آن  پروتئازي  فعالیت   1غلظت  با    EDTAدهنده  

مولار  میلي   1با غلظت    PMSFمولار  به عنوان مهار کننده متالوپروتئازها و اثر کاهندگي فعالیت آنزیم در حضور  میلي
نتیجه  چنین  پروتئازها  سرین  کننده  مهار  عنوان  مي به  سرین  گیري  دسته  به  بررسي  مورد  پروتئاز  که  شود 

درصد،    65/0روي سوبستراي کازئین با غلظت    پروتئولیتیکي آنزیم برهمچنین، فعالیت    متالوپروتئازها تعلق دارد.
گرم  واحد در میلي   65/1±08/0به میزان    تیروزین- بر اساس نتایج اسپکتروفتومتر و با استفاده از منحني استاندارد ال

یابي به فعالیت ویژه بهینه آنزیم ارزیابي شرایط مختلف واکنش مانند دما و براي دست  بایددر نهایت  محاسبه شد.
pH   فلزي مطلوب آن مد نظر قرار گیرد.   هايبهینه و یون 
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مقدمه 

آنزیم  پروتئازها پرکاربردترین  از  هاي  یکي 

  هیدرولیز  هايکاتالیز واکنش  که  هستند  صنعتي

به    پروتئین و تبدیل آن  هايمولکول   بر رويرا  

این  بر    اسیدهاآمینو  و   پپتیدها  دارند.  عهده 

هاي صنعتي  ها یکي از سه گروه بزرگ آنزیمآنزیم

آنزیم میان،  این  در  که  منشا  هستند  با  هاي 

 Singh)  میکروبي بالاترین سهم را در بازار دارند

et al., 2016; Suberu et al., 2019a).   بر

مطالعه   پروتئازهاي  Hartley  (1960)اساس   ،

فعال و حساسیت اندوپپتیداز با توجه به جایگاه  

به چهار گروه   ،هاي آنزیميآنها به انواع بازدارنده

شوند که سرین پروتئازها  بندي مياصلي تقسیم

انواع   این  از  پروتئازها    .هستندیکي    بهسرین 

گروه  چهار   مشابه  پروتئینازهاي  شامل  زیر 

                 پروتئینازهاي  پروتئینازها،  آلکالین  تریپسین،

α-Lytic  (  و (  Myxobacteriaمیکسوباکتر 

  شوندبندي ميطبقه  استافیلوکوک   پروتئینازهاي

(Morihara, 1974)  از   پروتئازها   آلکالین  که

مهم صنعتي  سریننظر  هستند.  گروه    -ترین 

  اند،پروتئازهایي که تاکنون تجاري شده  آلکالین

تردافر  در مانند   بهبود  گوشت،  کردن  یندهایي 

 بهبود   خمیر،  بافت  بهبود  پنیر،  طعم  و  عطر

حذف  خوراک  هضم   قابلیت و    هاي لکه  دام 

استفاده  در  پروتئیني شوند  مي  منسوجات 

(Smith, 1968; Adinarayana and 

Ellaiah, 2002) . 

پروتئازها  افر از  آنها  در  که  صنعتي  یندهاي 

بمي  استفاده فزایندهه  شود  حال  طور  در  اي 

بسیار   کاربردهاي  کنار  در  هستند.  گسترش 

آنزیم این  صنایع  گسترده  در  مانند  ها  مهمي 

ها و  کاربردهاي پزشکي، صنایع غذایي، شوینده

چرم شده،  صنعت  شناخته  از  ترین  یکي 

در  کشاورزي  صنعت  در  پروتئازها  کاربردهاي 

 Solanki et)است  وري خوراک دام و طیور  افر

al., 2021).  به    پروتئازي  آنزیمي  افزودن مکمل

  مغذي   مواد  زیستي  فراهمي  تواندمي  دام  خوراک

  عنصري   عنوان  به  یا  دهد  افزایش  غذاي دامدر    را

جیره  در   به  کمک  براي  جانور  غذایي  ترکیب 

کند    کمک  گوارش  دستگاه   در  پروتئین  هضم

(Hejdysz et al., 2020).  ه جیر  مخلوط  ثیرات

 اي دانه  شکل  به  مختلف  پروتئازهاي  مکمل  با

 بر   اندوپپتیداز  سرین  و  پروتئاز  سیستئین

  با  شیري،  گاوهاي  در  وريبهره  متغیرهاي

 عنوان   به  شیرده  هلشتاین  گاوهاي  از  استفاده

 مورد (  2020)   همکاران  و  Park  توسط  مدل

نتیجه  قرار  مطالعه آزمایش   گرفت.  و    این 

مشابه پروتئازي   که  داد  نشان  مطالعات   مکمل 

همچنین   و  گوشت   و  شیر  تولید  کارایي
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دهد  مي  افزایش  را  نیتروژن  وضعیت   پارامترهاي

(Park et al., 2020; Yang et al., 2020) .  

  پروتئاز  سرین اي دیگر استفاده از یک در مطالعه

 به که    Bacillus licheniformis  از  جدید

طیور  پروتئاز  عنوان است،  بیان  خوراک    شده 

  حل  هیدرولیز،  درجه  در  توجهي  قابل   افزایش

کرد  ها پروتئین  هضم  قابلیت  و  شدن   و  ایجاد 

  قابلیت  افزایش  با  را  گوشتي  هايجوجه   عملکرد

 Naveed)بخشید  بهبود انرژي و پروتئین هضم

et al., 2021). 

پروتئازهاي   بیشتر  صنعتي  نظر  نقطه  از 

هستند مطلوب  خواص  فاقد  بنابراین   .موجود 

ب که  است  براي ه  طبیعي  جستجو  مداوم  طور 

تر با تحمل حرارتي اکشف پروتئازهاي قلیایي کار

ها به  آنزیم  بیشتربالاتر ادامه یابد. از طرف دیگر،  

مولکول  فرایندهاي  عنوان  برابر  در  زیستي  هاي 

هستندآسیب سخت  صنعتي   بنابراین    .پذیر 

آیي بالا  ي با کارهایآنزیمتلاش براي پیدا کردن  

پذیر است  و مقاوم در برابر شرایط صنعتي توجیه 

(Rekik et al., 2019).    نظر در  پروتئازهاي 

گرفته شده براي کاربرد صنعتي باید محتمل به  

ها بوده  ها و اکسیدان ها، حلالحضور سورفکتانت

قلیایي و حضور   pHو در برابر شرایط دمایي و  

باشهاي  بازدارنده  ,.Rao et al) د  نآنزیم مقاوم 

 که علم مهندسي پروتئین امکان   با این   .(2009

ژن  و دستکاري  ژن  ها  با  سنتز  پروتئازي  هاي 

حال    دهد، با اینهاي متمایز را نوید ميویژگي

در مورد تنوع میکروبي عظیم به منظور  پژوهش

هاي تولید کننده پروتئازهاي  دستیابي به سویه

با   یک   هايویژگيجدید  هنوز  صنعتي  مطلوب 

  استبسیار جالب و امید بخش    مطالعاتي زمینه  

(Singh and Bajaj, 2015) . 

در یک مطالعه بر روي پروتئازهاي جدا شده  

سویه  نمکاز  ایران، )هالوفیل(    دوستهاي 

Ghafoori    همکاران سرین (  2016)و  یک 

  Bacillus iranensisاز سویه    پروتئاز قلیایي را

قرار دادند. نتیجه این    بررسيجداسازي و مورد  

به   آنزیم  بالاي  بسیار  تحمل  نشانگر  مطالعه 

بالاي نمک و   بود  pHغلظت  ه  ب  ، بسیار قلیایي 

درصد فعالیت خود را در    50که آنزیم    ايگونه

درصد فعالیت خود    70مولار نمک و    5/2غلظت  

 Ghafoori et)   حفظ کرد  11قلیایي    pHرا در  

al., 2016).  مطالعه و   Sepehriدیگر،    ايدر 

متالوکربوکسي پپتیداز را   ژن(  2023)  همکاران

جداسازي،   Mesobacillus persicusاز گونه  

  بیان کردند.   E. coliطور موفق در  ه  کلون و ب

آران و   از دریاچه فوق شور M. persicusسویه 

میزان  و  است  شده  معرفي  و  شناسایي  بیدگل 

قابل توجه بیان نوترکیب پپتیداز جدا شده از آن  

 سازي موفق پروتئین و تاشدگي صحیح و خالص
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تر در مطالعات  نوید بخش نتایج بهتر و کاربردي

 . (Sepehri et al., 2023)  آتي عنوان شده است 

سویه  بالاي  پتانسیل  به  توجه  با  هاي  بنابراین، 

آنزیم انواع  تولید  در  ایران  کاربومي                          و    اهاي 

هدف  شدن،  صنعتي  قابلیت                      مطالعه،  این  با 

بیان  کردن  کلون میزبان    نوترکیب  ژن،  در 

Escherichia coliخالص و   سازي،  نسبي 

 آلکالین   -سرین  بیوشیمیایيهاي  ویژگي  ارزیابي

از  پروتئاز  Salinivibrio  باکتریایي 

proteolyticus    سویه   به  کهاست یک   عنوان 

گرم  نسبي  دوستنمک توسط   منفي  و  قبلا 

Amoozegar  ( همکاران   دریاچه   از  (2008و 

  بسیارشور    دریاچه  یک  ، )استان فارس(  بختگان

 . شد  جدا( حجمي - جرمي) نمک درصد  17 با

 

 هاروش  و   مواد

 آلکالین پروتئاز - ژن سرین  کردن کلون

ابتدا   ژن،  جداسازي  منظور                    DNAبه 

 Salinivibrio proteolyticus  سویه  ژنومي

AF-2004T  بانک   از  DNA   ذخایر  ملي  مرکز  

دسترسي   زیستي  و  ژنتیکي شماره  با  ایران 

IBRC-M 10218  با توجه به این که   .شد  تهیه

ب این سویه  طور کامل توسط مرکز ملي  ه  ژنوم 

یابي و مورد ذخایر ژنتیکي و زیستي ایران توالي

 ژن  تواليبود، ژنومي قرار گرفته تجزیه و تحلیل 

سویه  بررسي  با  پروتئاز ژنوم  سرور    توالي  در 

RAST  (Rapid Annotation Using 

Subsystem Technology  کردن  ( و با غربال

به دست  افزار  هاي پروتئازي در خروجي نرمآنزیم

(   آغازگرهاي  .( Brettin et al., 2015آمد 

اساس  مناسب  +pET28aبیاني    وکتور  بر 

و   سرین  ساختهطراحي  ژن  تکثیر  براي   - شد. 

با توالي    (Forward)  رفت   آلکالین پروتئاز آغازگر

5ʹ-TTATATCATATGATGAATAAG 

TCAGTTATGCTATCC-3ʹ  آغازگر   و 

 TTATATC-ʹ5با توالي  (  Reverseبرگشت )

TCGAGCTGGTTTACATCGAGGG

TG-3ʹ  جایگاه حاوي  ترتیب  به  هاي  که 

آنزیم برشي  شناسایي    XhoIو    NdeIهاي 

واکنش هستند در   ،  PCR    قرار  مورد استفاده 

 IDTبه منظور طراحي آغازگرها از سرور  .  گرفت

Oligo Analyzer    در واکنش  شد.  استفاده 

  استفاده ازتکرار و با    سهمیکرولیتر در    50حجم  

1X    بافرPCR  ،5/2  کلرید  منیزیم  مولار  میلي

(2MgCl  ،)6/0  مولار  میليdNTPs  ،4/0  

از   یک  هر  از  و  میکرومولار  رفت  آغازگرهاي 

  10و    Taqپلیمراز    DNA  واحد   2  ،برگشت

برنامه واکنش  انجام شد.  ژنومي    DNAنانوگرم  

سازي اولیه  به ترتیب شامل یک چرخه واشرست

سانتي  95دماي    در                5مدت  ه  بگراد  درجه 
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سپس   مراحل   35دقیقه،  شامل  تکثیر  چرخه 

مدت  ه  بگراد  درجه سانتي  95  سازي درواشرست 

گراد درجه سانتي  56  ثانیه، اتصال آغازگر در  30

در  30مدت  ه  ب آغازگر  بسط  درجه   72  ثانیه، 

یک    90مدت  ه  بگراد  سانتي نهایت  در  و  ثانیه 

در  نهایي  آغازگر  بسط  درجه   72  چرخه 

دستگاه    10مدت  ه  بگراد  سانتي در  دقیقه 

Thermal Cycler  (T100  ،Bio-Rad  ،

 محصول  آنزیمي هضم  از انجام شد. پس  (آمریکا

  NdeI  هايآنزیم  با  +pET28a  وکتور  و  واکنش

ابتدا   سازي قطعات برش یافته،و خالص XhoI و

وکتور   داخل  در  الحاق  واکنش  طي  ژني  قطعه 

شد درج  یافته  به  پلاسمیدهاي    سپس.  برش 

 E. coliهاي شایسته  به درون سلول  دست آمده

BL21(DE3)  یافت پلیت    ند انتقال  روي  بر  و 

LB Agar  آنتي کانامایسین   بیوتیک حاوي 

کلوني شناسایي  منظور  به  شدند.    هاي کشت 

از   Colony PCR  از  استفاده  با   مثبت  نوترکیب

 . استفاده شد Universal T7آغازگرهاي 

 

   سازی نسبی پروتئین نوترکیببیان و خالص 

هاي نوترکیب مثبت براي تهیه  یکي از کلوني

استفاده   گلیسروله  بیان   د. شاستوک   براي 

در   مثبت  از کلوني  ابتدا کشت شبانه  پروتئین، 

در   50  حاوي  LB Brothمحیط   میکروگرم 

  1  سپس در ارلن  کانامایسین تهیه شد.  لیترمیلي

  LB Brothلیتر محیط  میلي  200لیتري حاوي  

کانامایسین، مقدار   اولیه   100به    1با  از کشت 

ه  بگراد  درجه سانتي  37  تلقیح شد و در دماي

حدود   شیکردار   3مدت  انکوباتور  در  ساعت 

(Vision Scientificکره جنوبي ،  )  کشت داده

تا   در طول موج    زماني که جذبشد    600آن 

القا  برسد.  6/0حدود  (  600OD)  نانومتر  ي براي 

-Isopropyl ßبیان پروتئین نوترکیب از القاگر   

D-1-thiogalactopyranoside  (IPTG)  با  

مولار استفاده شد. پس از  میلي  2/0غلظت نهایي  

ب کشت  دماي   18مدت  ه  القا،  در    28  ساعت 

سانتي یافت.  گراددرجه  نهایت    ادامه  در 

گراد  درجه سانتي  4  هاي باکتري در دمايسلول 

دقیقه  ددور    8000و   مدت  ر  دقیقه   7به 

 ( آلمان  ،16KHL  ،Sigma-2)سانتریفیوژ  

بافر    لیترمیلي  20دست آمده در  ه  رسوب ب  شدند.

و  مولار  میلي  Tris-HCl  50حاوي  لیز  

به مقدار    حل شد مولار  میلي  5ایمیدازول     2و 

اضافه   لیترمیلير  دگرم  میلي آن  به               لیزوزیم 

 4  انکوباسیون در دمايدقیقه    30از    پس  شد.

سانتي از  ها  نمونه،  گراددرجه  استفاده                        با 

التراسونیک  ، UP50H  ،Hielscher)  دستگاه 

یخ    10مدت  ه  ب  (آلمان روي  بر  مورد دقیقه 

قرار گرفت مقدار  سونیکاسیون  واحد    5. سپس 
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ه  ب  دوباره به آن افزوده شده و    DNase Iآنزیم  

در    30مدت   سانتي  4  دمايدقیقه    گراددرجه 

 20000  در نهایت با سانتریفیوژ در  انکوبه شد.

دقیقه  دور دماي  20مدت  ه  ب  در  در    4  دقیقه 

سانتي تهسلول   ،گراددرجه  شدند.ها    نشین 

محلول رویي به عنوان پروتئین فاز محلول جدا  

و   خالصبررسي  برايشده  و  بعدي  سازي  هاي 

منظور مطالعه استفاده شد. همچنین در ادامه به  

بیان محلولاثر چپرون  افزایش   Tarazi)  ها در 

et al., 2021)   و بهبود ساختار و فعالیت آنزیم  

(Fathinejad et al., 2023)  نوترکیب ، وکتور 

ب پروتئاز  ژن  وکتور ه  حاوي  با  همزمان  صورت 

ژاپن(pG-KJE8  ،Takara)  تجاري داراي   ، 

( Co-expressionبیان )هاي مختلف همچپرون 

سازي براي آن تکرار  شد و مراحل بیان و خالص

-His6دنباله هیستیدیني )دلیل وجود  ه  شد. ب

tagدر  )   ( آمیني  انتهاي  دو                 ( N-terminalهر 

( کربوکسي  ميC-terminalو  انتظار                    رود (، 

نشان   نیکل  به  اتصال  براي  زیادي  تمایل  آنزیم 

دست  دهد.  براي  با بنابراین،  آنزیم  به                     یابي 

روش   با  تقریبي  تمایلي خلوص    کروماتوگرافي 

(Affinity Chromatography  بخش  ،)

 آگارز   -نیکل  ستون   یک  در  پروتئین  محلول

(Nickel-Agarose  شامل )لیتر رزین از میلي  1

شده متعادل  شد.   ، پیش  مرحله   بارگذاري 

 50بافر شستشو ) لیتریليم  5شستشو سه بار با 

با    یمسد  مولاریليم  pH  0/8،  20فسفات 

سدیم    مولارمیلي  300  و   یمیدازولا  مولاریليم

آن،  کلرید از  انجام شد. پس  بافر  لیتر  میلي  1( 

  50  یمیدازول،ا  مولارمیلي  500  ي حاو  جداکننده

سدمولار  میلي   300  و  pH  0/8  یم فسفات 

کلرید مولار  میلي شد.   سدیم  اضافه  ستون    به 

خالص مراحل  دماي  يسازتمامي  درجه   4  در 

بیان  گراد  سانتي تایید  منظور  به  شد.  انجام 

تایید   و  محلول،  فاز  در  نوترکیب  پروتئین 

از مراحل سازي  خالص از هر کدام  آن، مقداري 

پروتئین تخلیص  و   11ژل    روي  بر  فاز محلول 

جداسازي شد    بارگذاري و  SDS-PAGE  درصد

  250G  (CBB)-و با رنگ کوماسي بریلیانت بلو

 قرار گرفت. آمیزي مورد رنگ

    

 سنجش فعالیت آنزیم 

آنزیم  پروتئازي  فعالیت  تایید  منظور  به 

نوترکیب تولید شده، از روش زایموگرافي کازئین 

و همچنین روش اسپکتروفتومتري استفاده شد.  

زایموگرافي دست براي   در  بهینه  نتایج  به  یابي 

ه ب  RAMA Casein Zymographyپروتکل  

طور ه  ب  .(Yasumitsu, 2017)  کار گرفته شد 

تکرار مساوي   ششخلاصه، ابتدا نمونه آنزیم در  

و به همراه بافر نمونه و بدون گرم کردن بر روي 
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پلي آمیدژل  سوبستراي   SDSحاوي    آکریل  و 

( بارگذاري و  لیترمیلير  دگرم  میلي  2/0کازئین )

ب  الکتروفورز پروتئین  لدر  حاوي  چاهک  ه  شد. 

براي   آنزیم  کناري  تکرار  آمیزي رنگ همراه 

محلول   CBBبا    مستقیم به  و  شد  داده  برش 

هاي ژل براي  بقیه قسمت   منتقل شد.آمیزي  رنگ

کار رفت. براي حذف ه  ادامه مرحله زایموگرافي ب

SDS    فعال پروتئین، ژل    شکلاز ژل و بازیابي

با    Tris-HClمولار  میلي  50در محلول حاوي  

pH 5/7  درصد 5/2و Triton X-100 مدت ه ب

ور    40 غوطه  مقطر  شدهدقیقه  آب  با  سپس   ،

تکرار   5هاي حاوي  شسته شد. در ادامه، ردیف

ب آنزیم  وه  باقیمانده  یافته  برش  تکي    صورت 

انکوباسیون شامل حاوي    قطعات به ظروف  بافر 

  1و    pH  5/7با    Tris-HClمولار  میلي  50

)میلي کلرید  کلسیم  طور  ه  ب(  2CaClمولار 

ب شدند،  منتقل  از  گونهه  جداگانه  یکي  که  اي 

و در  بود  انکوباسیون  بافر  ظروف   فقط حاوي 

مقادیر   ترتیب  به  دیگر،  ظرف    1و    1/0چهار 

ماده مولار  میلي دو  از  هرکدام    EDTA  از 

(Ethylenediaminetetraacetic Acid  ) به

متالوپروتئازها  بازدارنده    PMSF  و  عنوان 

(Phenylmethylsulfonyl Fluoride  ) به

بافرعنوان   به  پروتئازها،  سرین    بازدارنده 

انکوباسیون اضافه شد. ظروف حاوي ژل پس از  

مدت  ه  دقیقه تکان خوردن بر روي شیکر، ب  10

قرار گراد  درجه سانتي  37  ساعت در دماي  18

براي   شد.  بافر آمیزيرنگ داده  از  ژل  قطعات   ،

حاوي    RAMAآمیزي  رنگانکوباسیون به بافر  

  15استیک اسید،  د  درص  CBB  ،10درصد    05/0

ه آمونیوم سولفات که بدرصد    3متانول و  درصد  

مدت  ه  صورت تازه تهیه شده بود انتقال یافت و ب

دقیقه بر روي شیکر قرار داده شد. در نهایت    30

  2، ابتدا قطعات ژل  آمیزيرنگبا حذف محلول  

بار با مقدار کمي آب مقطر شستشو داده شدند  

حاوي   خل ظرفدقیقه در دا  15به مدت  و سپس  

 .ند آب مقطر بر روي شیکر بخوبي تکان داده شد

روش   با  نسبي  شده  خالص  آنزیم  غلظت 

برادفورد و با استفاده از آلبومین سرم گاوي به  

  فعالیت  دست آمد. سنجشه  عنوان استاندارد ب

با حجم نهایي  در  آنزیم لیتر  میلي  یک  واکنشي 

سدیم کلرید    ، pH  5/7با    فسفات   پتاسیم  بافر  در

 ، در حضور مولارمیلي  1کلسیم کلرید  مولار،    5/0

با    و  درصد  65/0  غلظت  با  کازئین  سوبستراي

آنزیم خالص شده    از  میکرولیتر  50  افزودن مقدار

  دماي  در  (لیترمیلير  گرم دمیلي  02/0)با غلظت  

  انجام  دقیقه  15گراد به مدت  درجه سانتي  37

واکنش  شد. ادامه،    470  از  استفاده  با  در 

 TCA  (Trichloroaceticمحلول   میکرولیتر

Acid  )110  پس  ها  ویال  .شد  متوقفمولار  میلي
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در    دقیقه،  20به مدت  از نگهداري در دماي اتاق  

مدت    10000 به  دقیقه  در  دقیقه    10دور 

فعالیت    . ندسانتریفیوژ شد میزان  براي سنجش 

  از   میکرولیتر  250  مقدار  آنزیم  پروتئولیتیکي

واکنش  سدیم   میکرولیتر  600  با  سوپرناتانت 

میکرولیتر    150  و  مولار  5/0  ( 3CO2Na)  کربنات

  نرمال مخلوط  Folin-Ciocalteu  5/0  از محلول

 انکوبه   اتاق   دماي  در  دقیقه  20به مدت    و  شده

  اسپکتروفتومتر   با  به دست آمده  آبي  رنگ  .شد

، +UV/Vis T80)  نانومتر  660  موج  طول  در

PG Instrumentمقدار  و  شد  ( خوانش، استرالیا  

 منحني   از  استفاده  با  آمده  دسته  ب  جذب

  فعالیت  مقدار  صورته  ب  تیروزین  -ال  استاندارد

  سه  در  واکنش  . (1شد )شکل    محاسبه  آنزیمي

واحد فعالیت پروتئازي به عنوان   .شد  انجام  تکرار

آزادسازي   براي  نیاز  مورد  آنزیم   1مقدار 

در  میکرومول شرایط   1  تیروزین  تحت  دقیقه، 

انجام واکنش تعریف شد. فعالیت ویژه    مشخص

آنزیم   فعالیت  واحد  عنوان  به  ر  دپروتئین 

د. شپروتئین در نظر گرفته گرم میلي

 

 

میکرومولار به روش اسپکتروفتومتری   5-400در محدوده غلظت  L-Tyrosine: منحنی استاندارد 1شکل 

 رسم شد. Folin–Ciocalteuنانومتر و در حضور  765در طول موج 
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به منظور بررسي روابط تکاملي در توالي ژن 

گونه با  مطالعه  مورد  پروتئاز  دیگرهاسرین  ،  ي 

پروتئازهاي مشابه با استفاده از   آمینواسیدتوالي 

BLAST    داده پایگاه  استخراج   Uniprotدر 

هم از  پس  تواليشد.  نرمردیفي  با  افزار ها 

Clustal Omega    استفاده با  فیلوژني                 درخت 

آماري   MEGA11افزار  نرماز   مدل    NJ  و 

(Neighbor Joining  )  بوت تکرار  استراپ  با 

 رسم شد.  10000

 

 نتایج 

 کلونینگ ژن پروتئاز 

واکنش   در  شده  تکثیر  ژن  قطعه  تفکیک 

PCR    بر روي ژل آگارز، تایید کننده اندازه ژن

الف(.    -2جفت باز( بود )شکل    1770پروتئازي )

پس از انجام مراحل کلونینگ ژن و دستیابي به  

کشت کلوني محیط  روي  بر  یافته  رشد  هاي 

آنتي تایید کلونيحاوي  منظور  به  هاي  بیوتیک، 

نوترکیب مثبت که پلاسمید داراي ژن پروتئاز را 

با    Colony PCR، واکنش  بودنددریافت کرده  

از   عمومي  آغازگراستفاده  صورت   T7هاي 

پذیرفت که نتیجه آن نشانگر یک کلوني مثبت  

ب(،    - 2شده بود )شکل    بررسيکلوني    6در بین  

بر  به دست آمده  اي که اندازه باند مثبت گونهه ب

اندازه ژن و فاصله بین    روي ژل برابر با مجموع

جفت   2000)حدود    بودروي پلاسمید    آغازگردو  

 باز(. 

 

 سازی آنزیم پروتئاز بیان و خالص 

نتایج به دست آمده از بیان آنزیم نوترکیب 

گراد در شکل  درجه سانتي 28در شرایط دمایي 

به ترتیب براي فاز محلول و    2و    1هاي  ، ردیف3

فاز رسوب آنزیم نشان داده شده است که حاکي  

و   آنزیم  عمده  بخش  ناصحیح  تاخوردگي  از 

انباشتگي آن به صورت اجسام تجمعي در سلول  

سازي . با این حال نتایج خالص)فاز رسوب( است

نسبي فاز محلول آنزیم با کروماتوگرافي تمایلي  

آگارز نشان داد که مقدار قابل قبولي از    -نیکل

اثر  در  که  داشت  وجود  محلول  فاز  در  آنزیم 

به  خالص بافر  کم  حجم  در  آن  تغلیظ  و  سازي 

صورت باند مشخص خالص شده در اندازه حدود  

قابل    SDS-PAGEل  کیلودالتون بر روي ژ  66

)شکل   است  ردیف  3مشاهده  منظور    (.3،  به 

چاپرون اثر  محلولبررسي  میزان  بر  سازي ها 

لیز  از  حاصل  سوپرناتانت  فاز  نظر،  مورد  آنزیم 

تخلیص  سلول  از  بعد  شده،  کوترانسفرم  هاي 

مورد بررسي    SDS-PAGEپروتئین بر روي ژل  

قرار گرفت که نتایج به دست آمده نشان دهنده  

ها در افزایش نسبت دار چاپرونعدم تاثیر معني

همچنین به دلیل میزان   بیان محلول آنزیم بود.
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هاي چاپرون در فاز محلول،  بالاي بیان مولکول

سازي پروتئین مقدار قابل توجهي هنگام خالص

پروتئین  کنار  از  در  چاپروني  پروتئین هاي 

با وجود   ژل مشاهده شد که  روي  بر  پروتئازي 

هیچبهینه  پروتئین،  تخلیص  روش  گونه  سازي 

بهبودي در خلوص آنزیم به دست نیامد )نتایج  

الکتروفورز در اینجا نشان داده نشده است(. در  

ادامه   سنجش  آزمایشنتیجه،  فعالیت  هاي 

بدون   روش  از  شده  تخلیص  پروتئاز  با  آنزیمي 

نجام شد. چاپرون ا

 

 

  . برای تکثیر ژن پروتئاز  PCRنتیجه واکنش  (الف .Colony PCR: نتیجه تکثیر ژن و نتیجه واکنش 2 شکل

نتیجه واکنش  (  ب  .: تکثیر ژن در سه تکرار3تا    1های  چاهک  ؛1kb DNA ladderمارکر    اندازه:  Mچاهک  

Colony PCR  کلونی انتخاب  مثبتبرای  نوترکیب   .lkb DNA ladderمارکر    اندازه:  Mچاهک    .های 

 5فقط چاهک شماره   .T7های عمومی  آغازگرهای نوترکیب با  : نتیجه واکنش تکثیر کلونی6  تا  1های  چاهک

 دهد. کلونی مثبت را نشان می
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: فاز محلول؛  1: لدر پروتئین؛ چاهک  Mسازی نسبی پروتئین نوترکیب. چاهک  : نتیجه بیان و خالص3شکل  

بار اول به ترتیب بافر شستشو    5و    4های  چاهک؛  : پروتئین نسبتا خالص شده3چاهک  ؛  فاز رسوب:  2چاهک  

 و بار دوم

 

 ارزیابی فعالیت آنزیم  

آنزیم    از ارزیابي فعالیتبه دست آمده  نتایج  

عملکرد   دهنده  نشان  زایموگرافي  روش  به 

کازئین   سوبستراي  روي  بر  آنزیم   است مناسب 

همان4  )شکل زایموگرام   (.  ژل  در  که  طور 

هضم   و  آنزیم  فعالیت  علایم  است،  مشخص 

صورت لکه سفید رنگ در ه  سوبستراي کازئین ب

تخلیص   آنزیم  باند  راستاي  در  ژل،  آبي  زمینه 

م اندازه  محدوده  در  مشاهده  شده  انتظار  ورد 

آنزیم در حضور دو مي شود. همچنین، عملکرد 

بازدارنده از  مختلف  و    PMSFهاي  غلظت 

EDTA نشانگر کاهش نسبي فعالیت در غلظت ،

آنزیم    PMSFبالاي   فعالیت  کامل  توقف                         و 

غلظت   حضور                            .  است  EDTAمولار  میلي  1در 
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آنزیم ه  ب پروتئولیتیکي  فعالیت  میزان                         علاوه، 

روش   از    Folin-Ciocalteuبه  استفاده  با 

غلظت   با  کازئین  بر    0/ 65سوبستراي  و  درصد 

 65/1±08/0اساس منحني استاندارد به میزان  

 محاسبه شد. گرم واحد در میلي

 

 تکاملی ژن آنزیم پروتئاز بررسی روابط 

از   NJدرخت فیلوژني با مدل   و با استفاده 

در   مطالعه  مورد  سویه  ژن  آمینواسیدي  توالي 

هایي  ردیفي با توالي آمینواسیدي ژنمقایسه هم

هاي سرین پروتئاز در پایگاه  که به عنوان آنزیم 

رسم شد.    ،شناسایي شده بودند  Uniprotداده  

توالي  فیلوژنتیکي  موقعیت  داد  نشان  نتایج 

پروتئیني ژن سرین پروتئاز مورد مطالعه در یک 

گروه شامل شش جنس مختلف قرار گرفته است 

بیشترین   با  نزدیکي  و  گروه  این  داخل  در  را 

و   Pseudoalteromonas ulvaeهاي  سویه 

Vibrio navarrensis  (. 5دارد )شکل

 

 

کازئین4  شکل سوبسترای  روی  بر  زایموگرافی  نتیجه  پروتئینMچاهک    .:  لدر  خالص  1چاهک  ؛  :  آنزیم   :

  4و    3های  چاهک؛  : نتیجه زایموگرافی آنزیم بدون بازدارنده2چاهک  ؛  به همراه لدر  CBBآمیزی شده با  رنگ

به ترتیب: زایموگرافی در حضور    6و    5های  چاهک؛  مولارمیلی   1و    PMSF  1/0به ترتیب زایموگرافی در حضور  

EDTA 1/0   مولار. میلی  1و 

 



 [ 33] 1404(، 2)13آبزیان:  بيوتکنولوژی و فيزیولوژی      بختگان دریاچه  از Salinivibrio proteolyticus پروتئاز  سرین ارزیابي

 

 

در مقایسه با توالی    Salinivibrio proteolyticusسویه    : درخت فیلوژنی برای توالی سرین پروتئاز5شکل  

ب پروتئازهای  داده  ه  سرین  پایگاه  از  آمده  نرم.  Uniprotدست  از  استفاده  با  فیلوژنی  درخت   افزاررسم 

MEGA 11 و بر اساس مدل Neighbor Joining (NJ ) انجام شد.  10000با عدد بوت استراپ

 

 بحث

  75با ویژگي هیدرولیتیک حدود  يهای آنزیم

شناخته شده صنعتي را   يهادرصد از انواع آنزیم 

مي میان،  شامل  این  در  که  هاي  آنزیمشوند 

بالاي خود حدود   تنوع  با  از    60پروتئاز  درصد 

بهاي  آنزیمنسبت   را  خود  ه  هیدرولیتیک 

. تا به  (Raval et al., 2014)  اند اختصاص داده

عمده   منشا  نظر  هاي  آنزیمامروز،  از  پراهمیت 

و از میکروارگان  علمي         هاي مختلف یسمصنعتي 

باکتري جمله  قارچاز  و  است ها  بوده   ها 

(Alvarez et al., 2006).   تقاضاي جهاني براي

دلیل کاربرد آنها در صنایع مختلف  ه  پروتئازها ب

سازي، صنایع  ها، کشاورزي، چرماز جمله شوینده

و    غذایي  دارویي  لبني،  به    هاپپتید  تولیدو  رو 

 Streptomyces zagrosensis

 Streptomyces buecherae

 Nonomuraea endophytica

 Actinomadura rubrisoli

 Actinomadura spongiicola

 Streptomyces silvensis

 Micromonospora nigra

 Rhizocola hellebori

 Pilimelia anulata

 Actinoplanes cyaneus

 Motilimonas pumila

 Salinivibrio proteolyticus

 Pseudoalteromonas ulvae

 Vibrio navarrensis

 Spartinivicinus marinus

 Bacterioplanes sanyensis
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 ;Sinha and Khare, 2013)  استافزایش  

Raval et  al., 2014)  .یندهايافر  بیشتر      

غلظت    pHدما،    یدشد  شرایط  تحت  يصنعت و 

ميآل  ي هاحلال  ي بالا انجام  آن  شوند ي    که در 

و     ها یم آنز  بیشتر  شرایط نبوده  به    پایدار  قادر 

بنابرایستندن  فعالیت از    ین،.    يهای یم آنزاستفاده 

منشا   نمکارگانیسممیکروبا  و  هاي  دوست 

در   بالاتري  فعالیت  و  پایداري  که  قلیادوست 

شدید   دارند شرایط  یابد  مي  برتري  ،صنعتي 

(Raval et al., در   موجود  يپروتئازها  .(2018 

  یيتوانا  یلبه دلدوست نمک  يهایکروارگانیسمم

در عملکرد  در  و    يدماها  یایي،قل  pH  آنها  بالا 

برا مختلف مورد   يکاربردها  يغلظت نمک بالا 

هستند  ;Sinha and Khare, 2013)  تقاضا 

Raval et al., 2014).  سرین آلکالین   -ژن 

حاضر از سویه   پژوهشپروتئاز مورد مطالعه در  

S. proteolyticus    شده کلون  و  سازي  جدا 

شور  فوق  دریاچه  سویه  این  منشا  که  است 

و همکاران   Karbalaei-Heidari  .استبختگان  

دوست  نمک هاي  در مطالعات خود بر روي سویه 

مهارلودریاچه نمک  -Karbalaei)  هاي 

Heidari et al., 2013 )    بختگان و 

(Karbalaei-Heidari et al., 2007a)   به

این  ویژگي از  شده  خالص  پروتئازهاي  هاي 

هاي  حلال   برابر  درها و از جمله تحمل آنها  سویه 

پرداختند.   روي   آنهاآلي  بر  خود  مطالعه  در 

سویه  هاي  آنزیم  S. proteolyticusپروتئازي 

حاضر(، پس از    مطالعه)سویه مورد استفاده در  

از    یکسازي  خالص شده  ترشح  متالوپروتئاز 

را مورد بررسي قرار دادند    هاي آنسویه، ویژگي

یک   شده  خالص  آنزیم  که  دریافتند  سرین و 

است    کیلودالتون  31متالوپروتئاز با وزن حدود  

دامنه در  از    که  حضور    pHوسیعي  در  و 

خوبي حلال فعالیت  آلي  خود   را  هاي              از 

مي  ,.Karbalaei-Heidari et al)  دهدنشان 

2007a).  از   با این حال، در مطالعه حاضر پس 

تحلیل   و  سویه  تجزیه  ژنومي  و    یاد شده توالي 

هاي عملکردي آن و از جمله  شناسایي تمامي ژن

هاي پروتئازي، یک ژن که پروتئین حاصل از  ژن 

و   داشتکیلودالتون    66آن وزن مولکولي حدود  

بار    بررسيدر    RASTهاي سرور  بر اساس داده

آلکالین پروتئاز فعال    -اول به عنوان یک سرین

 سرما شناسایي شده بود، جداسازي و کلون   در

هدف از این جداسازي تولید پروتئاز مد نظر    .شد

بود   E. coliصورت نوترکیب در سیستم بیاني  ه  ب

نوترکیب   پروتئین  از  توجهي  قابل  مقادیر  تا 

ارزیابي براي  بخالص  آزمایشگاهي  دست  ه  هاي 

پرو نوترکیب  بیان  نتیجه  تئاز مورد مطالعه آید. 

که   داد  وجودنشان  بالاي    با  بسیار  میزان 

رونویسي و ترجمه ژن منتقل شده، بخش عمده  
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صورت اجسام تجمعي در ه  محصول تولید شده ب

و فقط درصد کمي از    کردرسوب    E. coliسلول  

ب و  فعال  فرم  به  سلول  ه  آن  در  محلول  صورت 

هاي  د. این وضعیت براي اغلب پروتئینشیافت  

گونه از  آنها  ژن  منشا  که  دور  نوترکیب  هاي 

باکتریایي و یا منابع یوکاریوتي با فاصله ژنتیکي 

بیاني   میزبان  به  نسبت  و است    E. coliبیشتر 

دهند دور  الگوي آبگریزي بالاتري نیز نشان مي

انتظار   که   گونهه  ب  نیست.از  و    Sadeghiاي 

در بیان یک ژن پروتئازي با  (  2010)همکاران  

 E. coliدر سیستم بیاني    Bacillusا جنس  منش

موفق به دستیابي به فرم فعال پروتئین نشدند.  

تیمارهاي  انواع  عدم موفقیت  لحاظ  با  بنابراین، 

چاپرون و  شیمیایي  فیزیکي،  هاي  مختلف 

،  ها آنزیم مولکولي در افزایش سهم بیان محلول  

  E. coliرسد تغییر سیستم بیاني از  نظر ميه  ب

  و استفاده از مکانیسم ترشحي آنها  Bacillusبه  

(Tekin et al., 2021)   بتواند با کاهش تجمع

در داخل سیتوپلاسم و   هاي تولید شدهپروتئین

هدایت آنها به محیط کشت مقدار قابل توجهي  

محلول   کندپروتئین  ب  . فراهم  دیگر  طرف  ه از 

پیش و دلیل  مطالعه  مورد  پروتئاز  کاربرد  بیني 

و  دیگر  مشابه  هاي  آنزیم کشاورزي  صنایع  در 

تولید این  غذایي،  مطالعه  هاي  آنزیمگونه    و 

میزبان   در  حتي   Bacillusنوترکیب  و 

 آید. شمار ميه هاي مخمري مزیت بمیزبان

،  مطالعهپروتئاز نوترکیب تولید شده در این  

یک منومر به وزن   SDS-PAGEبر اساس نتایج  

حدود   در    .استکیلودالتون    66مولکولي  این 

مولکولي  ا  حالي وزن  که  سرین    بیشترست 

منشا   )با  قلیایي  پروتئازهاي  سرین  و  پروتئازها 

باکتریایي( بررسي شده در مطالعات دیگران در  

است   43  تا  31بازه   شده  تعیین  کیلودالتون 

(Karbalaei-Heidari et al., 2007a,b; 

Ariyaei et al., 2019; Suberu et al., 

2019b; Bhatt and Singh, 2020)  نتیجه  .

پروتئازي   فعالیت  نشانگر  زایموگرافي  آزمایش 

ژل   بستر  در  کازئین  سوبستراي  روي  بر  آنزیم 

صورت ه  ب  که اثر فعالیت آنزیماست  آکریل آمید  

لکه روشن در زمینه آبي رنگ ژل قابل مشاهده  

(. بررسي فعالیت آنزیم در حضور  4است )شکل  

دو بازدارنده هر  نامحسوس  تاثیر  از  حاکي  ها 

غلظت    PMSFو    EDTAبازدارنده     1/0در 

کاهش مولار  يمیل به    در  نسبت  آنزیم  فعالیت 

حال با افزایش غلظت    . با این است  شاهد چاهک  

به    هايبازدارنده توقف    ،مولارمیلي  1آنزیمي 

و کاهش شدید    EDTAفعالیت آنزیم در حضور  

حضور در  آن  شد   PMSF  فعالیت    مشاهده 

و  که در تجزیه    (. با در نظر گرفتن این 4)شکل  
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براي بار اول،    RAST  تحلیل ژنوم سویه در سرور

پروتئاز   سرین  عنوان  تحت  مطالعه  مورد  ژن 

شناسا سرما  با  شونده  فعال  شدهقلیایي                    یي 

غلظت  ،  بود بازدارندگي  مولار  میلي  1بنابراین 

EDTA  فعالیت کاهش    براي  مقابل  در  آنزیم 

حضور   در  آن(  توقف  نه  )و  فعالیت  محسوس 

  شاید در نگاه اول  PMSFمولار  میلي  1غلظت  

  ناقض تعریف سرین پروتئازي آنزیم باشد. با این

حال، پس از تجزیه و تحلیل ژنوم سویه در سرور 

RAST    داده پایگاه  اساس  بر  و  دوم  بار  براي 

آنزیم مد  شبروزرساني شده، مشاهده   ژن  د که 

این متالوپروتئاز    نظر  یک  عنوان  تحت  بار 

شد. بررسي  شناسایي  مطابق  انجام  البته  هاي 

توالي این آنزیم هم به   Uniprotشده در پایگاه  

ژن  متالوپروتئاز  هاتوالي  و هم  پروتئاز  ي سرین 

نشان   بررسيدادشباهت  اساس  بر  هاي  . 

بیوانفورماتیکي، تعدادي از پروتئازهاي مختلف با  

بیني  وزن مولکولي متفاوت و عملکرد ویژه پیش

هر براي  متالوپروتئاز  شده  )شامل    -کدام 

متالوپروتئاز وابسته به روي و سرین پروتئاز( در  

شنا حاضر  سویه  در ژنوم  است.  شده  سایي 

پیشین،   همکاران   Amoozegarمطالعات  و 

در  (  2007) شده  ترشح  کوچک  پروتئاز  یک 

از این سویه   شرایط تنش دمایي و شوري بالا را

ب  کردند سازي  خالص آن  فعالیت  وسیله ه  که 

EDTA  مي آنمتوقف  بنابراین  به  شد.                  را 

مشخص   متالوپروتئاز  یک    کردندعنوان 

(Amoozegar et al., 2007) دیگر طرف  از   .

Karbalaei-Heidari    همکاران ( a,b2007)و 

در دو مطالعه جداگانه بر روي پروتئازهاي ترشح  

متالوپروتئاز   یک  سویه  همین  از   38شده 

پروتئاز   یک  و  روي  به  وابسته    31کیلودالتوني 

کیلودالتوني با نتیجه مشابه با مطالعه حاضر در 

را    EDTAو    PMSFبازدارندگي همزمان با    باره

کرد بمشاهده  آنزیم  کردند  اعلام  و  دست  ه  ند 

 آمده به دسته سرین متالوپروتئازها تعلق دارد. 

ب ویژه  فعالیت  براي ه  مقدار  آمده         دست 

شرایط   در  و  کازئین  سوبستراي  روي  بر  آنزیم 

  ، هااستاندارد تعریف شده در بخش مواد و روش 

میلي  08/0±65/1 در  بود  واحد  در  گرم  که 

با   توسط    مقادیرمقایسه  شده  گزارش 

Karbalaei-Heidari  همکاران ، a2007)  و 

ژن (  2013 روي  در بر  مشابه  پروتئازي  هاي 

سویه و  سویه  دیگر    دوستنمکهاي  همین 

علت فعالیت ویژه    .داد فعالیت کمتري را نشان  

تواند به بهینه نبودن شرایط واکنش و  پایین مي

یند تولید نوترکیب آنزیم بر روي فعالیت اتاثیر فر

آن مربوط باشد و احتمال دارد با بررسي تمامي  

هاي فلزي در  و غلظت یون  pHشرایط دمایي و  

واکنش و انتخاب شرایط بهینه بتوان به فعالیت  
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ویژه بالاتري دست یافت. از طرف دیگر، برخي  

پروتئازها   سرین  روي  بر  شده  انجام  مطالعات 

(Suberu et al., 2019b)  متالوپروتئازها    و

(Amoozegar et al., 2008)    فعالیت مقادیر 

ه  ب  مطالعه حاضرویژه پاییني را مشابه آنچه در  

آنزیم براي  آمد  گزارش  دست  این  کردندها  با   .

بیوشیمیایي  ویژگي  ،وجود مورد  هاي  آنزیمهاي 

بهینه و مقاومت در برابر    pHدما و    مانند مطالعه  

داشت. حلال قرار  مطلوبي  شرایط  در  آلي  هاي 

مي  بنابراین بررسيانتظار  ادامه  با  هاي  رود 

ویژگي روي  بر  مورد آزمایشگاهي  پروتئاز  هاي 

برخي   بتوان  و   هايویژگيمطالعه،  توجه  قابل 

 را مورد شناسایي قرار داد. امیدبخش آن

حاضر یک ژن سرین   مطالعهدر  در مجموع،  

کیلودالتون   66پروتئاز با وزن مولکولي تقریبي  

ه  . نتایج بشد  جداسازي، کلون و بیان نوترکیب

دست آمده حاکي از فعالیت پروتئازي قابل تایید  

کازئین   سوبستراي  روي  بر  تاثیر    .بودآنزیم 

EDTA    وPMSF    در بازدارندگي فعالیت آنزیم

ه رفتاري مشابه  نشان داد که پروتئاز مورد مطالع

. همچنین به منظور شتسرین متالوپروتئازها دا

آنزیم  دست مناسب  ویژه  فعالیت  به    باید یابي 

بهینه و    pHدر مورد دما و    يهاي بیشتربررسي

یون  صورت همچنین  آنزیم  مطلوب  فلزي  هاي 

 گیرد.
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Abstract  

Proteases, as one of the most widely used industrial enzymes, play a role in breaking 

protein molecules and converting them into peptides and amino acids. Serine proteases, 

which are considered as endopeptidases, are divided into four subgroups, among which 

alkaline serine proteases are considered the most important group from an industrial point 

of view. In this study, serine alkaline metalloprotease gene from Salinivibrio 

proteolyticus from Bakhtegan hyper saline lake was cloned and recombinantly expressed. 

The obtained results confirmed the production of a monomeric protein with a molecular 

weight of about 66kDa. The results of this research indicate that chaperone plasmids do 

not have a significant effect on the soluble expression of the studied protease, and even if 

used, it disrupts the protein purification process due to the presence of high amounts of 

chaperone proteins in the soluble phase. Enzyme activity measurement by zymography 

method and also with Folin-Ciocalteu reagent showed its protease activity on casein 

substrate. By observing the inhibitory effect of EDTA with a concentration of 1mM as an 

inhibitor of metalloproteases and the effect of reducing the enzyme activity in the 

presence of PMSF with a concentration of 1mM as an inhibitor of serine proteases, it is 

concluded that the investigated protease belongs to the category of serine 

metalloproteases. Also, the proteolytic activity of the enzyme on the casein substrate with 

a concentration of 0.65% was calculated as 1.65±0.08U/mg based on the 

spectrophotometer results and using the L-tyrosine standard curve. Finally, in order to 

achieve the optimal specific activity of the enzyme, the evaluation of different reaction 

conditions such as optimal temperature and pH and its desired metal ions should be 

considered. 
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