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  هاي مولكولي و كاتاليتيكي آنزيم زايلاناز اسيددوست تعيين ويژگي

 K40b باسيلوس سابتيليس
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  چكيده

برنج جدا و پتانسيل توليد آنزيم زايلاناز آن با استفاده از روش ريزوسفر از   K40bباسيلوس سابتيليس سويهدر بررسي حاضر 

مركز  رديابي و پس از تعيين توالي در بانك ژنبه روش مولكولي  K40bسويه حضور ژن زايلاناز در .  بيوشيميايي ارزيابي شد

اي را كـد   اسيد آمينـه  187كه يك رشته پپتيدي است نوكلئوتيد  563توالي اين ژن شامل .  ثبت شداطلاعات زيست فناوري 

سـويه  كه آنزيم توليـد شـده توسـط     دهد مي نشانمرجع هاي  تواليمورد بررسي با سويه توالي ژن زايلاناز  همقايس.  كند مي

و بالاترين شباهت را بـه زايلانازهـاي باسيلوسـي    است گليگوزيد هيدرولاز  11 هخانوادمتعلق به  K40b باسيلوس سابتيليس

بهينه فعاليت كاتاليتيكي آنزيم زايلاناز  pHبه منظور تعيين دما و نيز روش سطح پاسخ با استفاده از طرح مركب مركزي .  دارد

ــه  ــده ب ــد ش ــد تولي ــه ش ــار گرفت ــ.  ك ــا و   هدامن ــاي دم ــي متغيره ــورد بررس ــه pHم ــن مطالع ــه در اي ــبب   25-75 ترتي

  عنـوان مـدل مناسـب بـراي     مدل درجـه دوم بـه   ،بر اساس نتايج حاصل از آناليز واريانس.  بود 5/4-5/8 و سلسيوسدرجه 

 سـويه آنزيم زايلاناز توليـد شـده توسـط    دهد كه  مينتايج نشان .  شدپيشنهاد بيني متغير پاسخ (فعاليت آنزيم زايلاناز) پيش

بر اسـاس نتـايج    ،همچنين.  دارد بيشترين فعاليت را سلسيوسدرجه  60تا  50و دماي  2/6تا  2/5بين  pHدر  مورد بررسي

قابل تـوجهي در  كاهش موجب نيز سلسيوس درجه  50از  كمترو  70تر از بيشدماي  و قليايي pHسازي مشخص شد كه بهينه

  .خواهد شدآنزيم  كاتاليتيكي فعاليت

  

  هاي كليدي واژه

  طرح مركب مركزيزايلاناز، روش سطح پاسخ، ، باسيلوس سابتيليس 

  

  مقدمه

  هـاي اصـلي    بخـش  از سلولز، همـي سـلولز و ليگنـين     

ــوار ــههســتند ســلولي گياهــان  هدي    33، 40ترتيــب كــه ب

ــاه را درصــد  23و  ــياز وزن خشــك گي ــد تشــكيل م   دهن

(Sa Pereira et al., 2003)  .    زايلان يكـي از اجـزاي اصـلي

  ســلولي گياهــان و دومــين     هديــوار ســلولزها در   همــي 

زايلان از .  استبعد از سلولز  ،به لحاظ فراواني ،ساكاريدپلي

زايلـوز بـا    -خطـي حـاوي مونومرهـاي دي   هوموپليمرهاي 

ــا  ــدهاي بت ــدي تشــكيل شــده   4 و 1پيون .  اســتگليكوزي

هاي جانبي استيل،  در طبيعت اغلب حاوي زنجيرهها  زايلان

4- O- ــل ــل  دي -متيـ ــل و آرابينوفورانوزيـ   گلوكورونوزيـ

كننــد  همگن را ايجــاد مــيكــه يــك كمــپلكس نــا هســتند

(Louw et al., 2006)  .      بـر ايـن اسـاس هيـدروليز كامـل

هـاي زايلانوليتيـك    زايلان نياز به عملكرد هماهنـگ آنـزيم  

 53-64 /ص1393/سال 4/ شماره 15مجله تحقيقات مهندسي كشاورزي/جلد          



54 

  انـــدو زايلانازهـــا، انـــد بــر:   مشــتمل متفــاوت دارد كـــه  

ــا ــزيم -بتــ ــداز و آنــ ــد  زايلوزيــ ــي ماننــ ــاي كمكــ    هــ

ــا ــتراز و    -آلفـ ــلان اسـ ــتيل زايـ ــداز، اسـ   آرابينوفورانوزيـ

 4 و 1-بتـا  -اندو ،ها در ميان اين آنزيم.  گلوكورونيداز -آلفا

هاي بلند زايلان  در هيدروليز زنجيره (EC 3.2.1.8)زايلاناز 

  يلواليگوســـاكاريدهاي كوتــاه بســـيار اهميـــت دارد بــه زا 

(Chavez et al., 2006).   زايلوپيرانـوز)   -4 و 1-زايلوز (بتـا

كـربن اوليـه    منبعي است اززايلان و  هتجزيمحصول اصلي 

تواند در بسـياري از جهـات جـايگزين گلـوكز شـود        كه مي

(Schneider, 1989)  .عمــل،  هنحــوبــر اســاس  ،زايلانازهــا

سوبسـترا و  اختصاصي بودن شباهت توالي اسيدهاي آمينه، 

، 8، 7، 5 هخـانواد در شش  شان هاي فيزيكوشيميايي ويژگي

.  شـوند  بنـدي مـي  طبقـه  گليكوزيد هيدرولاز 43و  11، 10

ــادآوري مـــي ــود  يـ ــزيمشـ ــه آنـ ــا كـ ــا فعاليـــت يهـ   ي بـ

ــانواده ــاز در خ ــاي  زايلان  62و  52، 43، 26، 16، 8، 7، 5ه

  گليكوزيــد هيــدرولاز هــم وجــود دارنــد ولــي تنهــا شــش  

ــانواد ــالي     هخ ــش كات ــك بخ ــوق داراي ي ــاز تيف   كي زايلان

  كي تيهـا دو يـا چنـد بخـش كاتـالي      خـانواده  هبقيو  هستند

  .(Coutinho & Henrissat, 1999) دارنـد غير زايلانازي نيز 

 11و  10هـاي   زايلانازهـا در خـانواده   4 و 1-بتا -وندا اغلب

گليكوزيـد   هخـانواد .  گيرنـد  قـرار مـي  گليكوزيد هيـدرولاز  

ــدرولاز ــدو 10-هي ــاوي ان ــا -ح ــا  4 و 1-بت ــايي ب   زايلانازه

ــتر از  ــولي بيشــ ــون و  30وزن مولكــ ــكيلودالتــ    هنقطــ

گليكوزيـد  مشخصه زايلانازهاي .  استايزوالكتريك اسيدي 

 فگسـتردگي عمـل بـر سوبسـتراهاي مختل ـ     10-هيدرولاز

سوبسـتراي خطـي زايـلان    بـه  نه تنهـا   اين زايلانازها است؛

ــه  ــيحملـ ــد مـ ــا    كننـ ــان را بـ ــاه فعالشـ ــه جايگـ   بلكـ

ــروزايلان  ــاكاريدها و هت ــاخه  اليگوزايلوس ــاي ش ــق  ه دار وف

 هخـانواد هـاي   آنـزيم .  (Collins et al., 2005) دهنـد  مـي 

ايزوالكتريـك بـالا و وزن    هنقط ـبـا   11-گليكوزيد هيدرولاز

در مقايسـه بـا ديگـر    .  شـوند  مشـخص مـي  پايين مولكولي 

ا هــاي گليكوزيــل هيــدرولازي، ايــن خــانواده تنهــ خــانواده

منحصرا بـر سوبسـتراهاي   است كه حاوي زايلانازها  هخانواد

بـر   11زايلانازهاي خـانواده  .  هستندزايلوز فعال حاوي دي

و قليـايي تقســيم  بهينـه بـه دو گــروه اسـيدي     pHاسـاس  

فعاليـت   هبهين ـ pHدهـد كـه    ميمطالعات نشان .  شوند مي

  ؛آنزيمـي  فعـال مجـاور جايگـاه    هآمينبه اسيد است مربوط 

بهينه  pHنحوي كه اگر اين اسيد آمينه آسپارتيك باشد، به

بهينـه آن قليـايي اسـت     pHاسيدي و اگر آسپارژين باشد، 

(Pollet et al., 2010)  .  

در از جملـه  گونـاگون  زايلانازهاي ميكروبي در صـنايع    

خـوراك دام، نـانوايي، كاغذسـازي، تيمـار ضـايعات      صنعت 

كه  گفتني است.  كشاورزي و توليد ماءالشعير كاربرد دارند

آل بايـد  براي رفع نيازهاي صنعتي خاص، زايلانازهاي ايـده 

ماننـد پايـداري مناسـب در     خاص داشته باشندهاي  ويژگي

  هاي فلـزي و مـواد شـيميايي     كاتيون ،pH بالا، برابر حرارت
  

(Beg et al., 2001; Wu et al., 2004; Polizeli et al.,  
  

هــاي  زايلانازهــاي متعــددي از ميكروارگانيســم  .  (2005

هـا و   هـا، قـارچ   اكتينومايسـت ها،  باكترياز جمله از مختلف 

  .  (Butt et al., 2008) اند مخمرها جدا شده

هــاي اخيــر كاربردهــاي متنــوع زايلانازهــا در  در ســال  

صــنايع مختلــف توجــه بيشــتري را بــه جســتجوي منــابع  

هـاي مـورد    جديد به منظـور دسـتيابي بـه آنـزيم    ميكروبي 

 بـر ايـن  .  اسـت سوق داده زيستي  هتودوري آاستفاده در فر

 هبهين ـآنزيمـي و شـرايط    هخـانواد منظور تعيـين  اساس به

خصوصـيات مولكـولي و    ،روش سطح پاسخعملكرد آنزيم به

 باسـيلوس سـابتيليس   بومي سويهكاتاليتيكي آنزيم زايلاناز 

K40b .بررسي شد  

  

  هامواد و روش

ــايي    : ميكروارگانيسم و شرايط نگهداري ــويه باكتريــ ســ

ريزوسفر مزارع برنج واقع در از  K40b باسيلوس سابتيليس

اســترين باكتريــايي در .  اســتان مازنــدران جداســازي شــد

پتاسـيم  ليتـر، دي بـر   گـرم  8نوترينت براث  حاوي: محيط
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 ليتــر، عصــاره مخمــر   گــرم بــر   1هيــدروژن فســفات  

ــرم 1 ــر  گ ــيم دي ب ــر، پتاس ــفات  ليت ــدروژن فس    25/0هي

 3/0سـولفات منيـزيم    ،ليتـر بـر   گرم 2ليتر، گلوكز بر  گرم

  مــدت كشــت و بـه  ليتـر گــرم بـر   18گـرم بـر ليتــر، آگـار    

ــاي  ــيوس   37دو روز در دم ــه سلس ــد درج ــداري ش  نگه

(Lindemann et al., 1984)  . مطالعـات   هادام ـمنظـور  بـه

در بانـك ژن   ، سويه باكتريايي پس از ليوفيليز شـدن بعدي

  .  بيوتكنولوژي كشاورزي نگهداري شد هپژوهشكدميكروبي 

 سـويه  آنـزيم زايلانـاز  فعاليـت  ارزيابي كيفـي و كمـي   

 كيفـي  ارزيـابي منظـور  بـه : K40b  باسيلوس سـابتيليس 

اختصاصـي  از محـيط كشـت    ،توانايي توليد آنـزيم زايلانـاز  

، ليتـر بـر   گـرم  10زايلان جو ( ارزيابي كيفي زايلاناز حاوي

   ،ليتــربــر  گــرم 1عصــاره مخمــر  ،ليتــربــر  گــرم 5پپتــون 

ســولفات  ،ليتــربــر  گــرم 4پتاســيم هيــدروژن فســفات دي

 گـرم  02/0كلريد پتاسيم  ،ليتربر  گرم 2/0م هيدراته يمنيز

بـر   گـرم  02/0سولفات آهن دو ظرفيتـي هيدراتـه    ،ليتربر 

مـورد   سـويه   .اسـتفاده شـد   )ليتـر بـر   گـرم  15آگار  ،ليتر

 48مـدت  و بـه  داده شـد  اي كشـت  به صورت نقطه بررسي

شـد   گـذاري گرمخانه درجه سلسيوس 28ساعت در دماي 

(Khianngam et al., 2009)  .در روشــن  ههالــ همشــاهد

  .استمويد مثبت بودن آزمون محيط كشت اطراف 

در  K40bباكتريـايي  سـويه  پس از تاييد كيفي توانايي   

ــت  ــاز، فعالي ــد زايلان ــي آن تولي ــه آنزيم ــرو روش ديب نيت

.  (Bailey et al., 1992)شـد  گيري  اندازهساليسيليك اسيد 

 1ميكروليتــر سوبســترا (زايــلان  300بــدين منظــور ابتــدا 

 5مـدت  مـولار) بـه   2/0چوب درخـت قـان در بـافر     رصدد

 هتهيــبــراي .  دقيقــه در دمــاي مــورد نظــر قــرار داده شــد

pH   مناسـب (بـافر فسـفات و    هاي مختلف نيـز از بافرهـاي

 100سـپس  .  مـولار اسـتفاده شـد    2/0سيترات) با غلظت 

مدت ميكروليتر آنزيم با رقت مناسب به سوبسترا اضافه و به

در .  شـد  گذاريمورد نظر گرمخانه pHدقيقه در دما و  20

 نيترو ساليسيليك اسيددي ميكروليتر از معرف 600 ،پايان

دقيقه در دماي جوش قـرار   15مدت ها اضافه و بهبه نمونه

غلظت قندهاي آزاد شده از زايلان در طول مـوج  .  شد داده 

واحـد فعاليـت آنـزيم برابـر     .  شـد  گيري نانومتر اندازه 540

است با مقدار آنزيمي كه در يك دقيقه، در شرايط مطلوب، 

  .  يك ميكرومول سوبسترا را به محصول تبديل كند

ابتـدا   ،اسـتاندارد غلظـت زايلـوز   منظور رسم نمـودار  به  

هـاي   رقـت  پـس از آن  از زايلوز تهيـه و  درصد 2/0محلول 

.  مول) آمـاده شـد  ميلي 6×10 -2 - 6×10 -3متفاوت زايلوز (

ليتـر  پـس از افـزودن يـك ميلـي     ،هاي مختلف زايلـوز  رقت

 دقيقـه در  10مـدت  بـه  ،نيترو ساليسيليك اسيددي معرف

 هـا در  جـذب نمونـه   ،پايـان در .  آب جوش قرار داده شدند

 كروپليـت يم نانومتر با اسـتفاده از دسـتگاه   540طول موج 

 Microplate Reader, Tecanســـوئيس، كشـــور (

impro200،( و بر اسـاس مقـدار جـذب نـوري،      خوانده شد

 ـ.  گرديـد  رسـم نمودار اسـتاندارد تعيـين غلظـت زايلـوز      ا ب

مقـدار زايلـوز موجـود در     دسـت آمـده  بهاستفاده از معادله 

هاي سنجش آنزيمي محاسبه و با اعمال ضريب رقـت   نمونه

گـزارش  ليتـر  بر  واحدفعاليت كمي آنزيم زايلاناز بر حسب 

  شد. 

به  K40bسويه  ،تلقيح هماي هتهيبراي  :توليد آنزيم زايلاناز

در  ساعت 18مدت به منتقل ونوترينت براث محيط كشت 

دور بـر دقيقـه    180 سـرعت بـا  درجه سلسيوس  28 دماي

تلقيح آماده شده  هماياز  درصد 2 از آن پس.  قرار داده شد

ساعت در  48مدت به محيط كشت توليد آنزيم افزوده و به

دور بـر دقيقـه    180 سـرعت  با درجه سلسيوس  28دماي 

 شـامل  محـيط كشـت توليـد آنـزيم    .  گذاري شـد گرمخانه

 ،گـرم بـر ليتـر    3عصـاره گوشـت   ، ليتـر بر  گرم 12زايلان 

گـرم بـر    5/0كلريـد كلسـيم    ،گرم بر ليتـر  4عصاره مخمر 

دي  وگـرم بـر ليتـر     3/0سـولفات منيـزيم هيدراتـه    ، ليتر

منظـور  بـه .  بـود گرم بـر ليتـر    1پتاسيم هيدروژن فسفات 

 20مـدت  جداسازي آنزيم، محيط كشـت تخميـر شـده بـه    

دور  10000 و با سرعتدرجه سلسيوس  4 دقيقه در دماي
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عنـوان منبـع آنـزيم    فاز روماند بـه .  سانتريفوژ شدبر دقيقه 

ــام ــان  ،خ ــا زم ــوناجــراي ت ــوط آزم ــاي مرب ــاي  ،ه   در دم

  شد. نگهداري  درجه سلسيوس -20

سـويه  فعاليت كاتـاليتيكي زايلانـاز    ةتعيين شرايط بهين

منظور تعيين شرايط بهينـه  به: K40b باسيلوس سابتيليس

باسـيلوس  سـويه  از توليد شـده  فعاليت كاتاليتيكي زايلاناز 

طـرح  .  از روش سطح پاسخ استفاده شـد  K40b سابتيليس

ســازي  آزمايشــي مركــب مركــزي دو متغيــره بــراي بهينــه

  (α, -1, 0, +1, +α-)و دمـا در پـنج سـطح    pHپارامترهاي 

كار هبر اساس طرح آزمايشي ب.  )1گرفته شد (جدول كار به

آزمايش، شامل  14تيمارهاي مورد بررسي متشكل از  ،رفته

مركزي براي تعيين خطـاي آزمايشـي بـود     هنقطپنج تكرار 

مقدار آنـزيم زايلانـاز توليـد شـده بـر حسـب       .  )2(جدول 

دسـت  بـه و نتـايج  گيري  اندازه ،عنوان پاسخفعاليت آنزيم به

روش آنـاليز  بـه  Design Expertافزار با استفاده از نرمآمده 

  .شد واريانس بررسي

 
 ها و سطوح متغيرها در طرح مركب مركزيآزمايش هدامن -1جدول                        

α+  1+  0  1 -  α-  
  سطوح         

  متغيرها

5/8  77/7  6  23/4  5/3  pH  

  (درجه سلسيوس) دما  25  3/32  50 7/67  75

   

  

  تيمارهاي مورد بررسي در طرح مركب مركزي به همراه پاسخ (فعاليت زايلاناز) -2جدول 

  تيمار
 1متغير 

X1: pH  

  2متغير 

X2: دما 

  (درجه سلسيوس)

  فعاليت زايلاناز

  ليتر)بر  (واحد

1 00/6  50  731  

2 77/7  32/32  28  

3 00/6  75  429  

4 23/4  68/67  336  

5  50/8  50  57  

6 00/6  50  585  

7 23/4  32/32  349  

8 00/6  50  548  

9 00/6  25  414  

10 00/6  50  585  

11 00/6  50  731  

12 50/3  50  402  

13 77/7  68/67  0  

  

  

 53-64/ص 1393/سال 4/ شماره 15جلد  مجله تحقيقات مهندسي كشاورزي/



57 

ــتخراج  ــتفاده از كيــت    DNA :DNAاس ــومي بــا اس  ژن

  و بـا توجـه    )69504اختصاصي (كياژن، شـماره كاتـالوگ:   

 k40b باسـيلوس سـابتيليس   سـويه از  آن به دسـتورالعمل 

  ، ميــزانDNAتعيــين غلظــت  منظــوربــه.  اســتخراج شــد

 260اســتخراج شــده در طــول مــوج  DNA هنمونــجــذب 

  نــــانودراپ اســــپكتوفتومتر نــــانومتر بــــا اســــتفاده از

(Thermo Scientific 2000C) شد گيرياندازه   .  

باســيلوس ســويه شناســايي بيوشــيميايي و مولكــولي 

بـا  K40b  باسـيلوس سـابتيليس   ةسـوي  :K40b سابتيليس

شامل  هاي مورفولوژيكي، بيوشيميايي و فيزيولوژيكي آزمون

 آزمون گرم، اكسيداز، كاتالاز، اسـتفاده از سـيترات، آزمـون   

O/F1،   صـورت  بـه  توليد و تعيين جايگاه تشـكيل اندوسـپور

 هـاي مـورد اسـتفاده   توالي آغازگر.  شناسايي شدمقدماتي 

 paf روشـامل تـوالي پيش ـ   S rDNA16منظور تكثير ژن به

)3�-agagtttgatcctggctcag-(5� روو تــــــوالي پســــــ par   

(5�-aaggaggtgatccagccgca-3�) واكـنش در دسـتگاه   .  بود

 سـازي دقيقه واسرشته 4ترموسايكلر با برنامه دمايي شامل 

 يـك  صـورت چرخـه بـه   35و درجه سلسيوس  94اوليه در 

درجــه  58ثانيــه در  40، درجــه سلســيوس 94دقيقــه در 

ــه درجــه سلســيوس  72 ثانيــه در 40، سلســيوس و مرحل

  مـــدت بـــهدرجـــه سلســـيوس  72گســـترش نهـــايي در 

   واكـنش زنجيـره اي پليمـراز   محصول .  دقيقه انجام شد 5

 اختصاصـــيســـازي خـــالص كيـــتبـــا اســـتفاده از  

(Roche.11.732.668.001)    بازيافت و تعيـين تـوالي شـد  .

 افـزار پـس از آنـاليز بـا نـرم     تـوالي تعيـين  نتايج مربوط به 

بانك ژن مركز اطلاعات زيست فناوري مقايسـه  در  2بلاست

  ).Zakaria et al., 2009د (ثبت ش

ژن : K40b باسيلوس سـابتيليس سويه تكثير ژن زايلاناز 

  اختصاصــي زايلانــاز بــا اســتفاده از آغازگرهــاي اختصاصــي 

پرايمــر بــا  و روش واكــنش زنجيــره اي پليمــراز تكثيــربــه

ــرم ــزار اســتفاده از ن ــوالي .  شــدطراحــي  Oligo Tecاف   ت

  

ــرو  ــازگر پيشـ ــامل آغـ ــتفاده شـ ــورد اسـ    آغازگرهـــاي مـ

(5/-aatattataggaggtaacatatg-3/) ــس ــازگر پـــ   رو و آغـــ

(5/-ttaccacactgttacgttag-3/) ــود ــنش .  ب ــره اي واك زنجي

 ميكروليتـر بـافر   5ميكروليتر، شـامل   50در حجم  پليمراز

كلريــد  ميكروليتــر 3، (10x) واكــنش زنجيــره اي پليمــراز

ــزيم  ــي 25مني ــولارميل ــر 25/1، م  dNTPs 10 ميكروليت

ميكروليتــر  5رو،  ميكروليتــر آغــازگر پــيش 5، مــولارميلــي

، مرازتگ پلي DNA ميكروليتر از آنزيم 5/0رو،  آغازگر پس

ميكروليتــر آب مقطــر  25/29الگــو و  DNA ميكروليتــر 1

ترموسايكلر با برنامـه دمـايي    واكنش در دستگاه.  تهيه شد

ــامل  ــته 3شــ ــه واسرشــ ــه در دقيقــ ــازي اوليــ    94ســ

 94دقيقـه در   1صـورت  چرخـه بـه   35و درجه سلسيوس 

ــيوس   ــه سلس ــه در  1، درج ــيوس  58دقيق ــه سلس  ، درج

و مرحله گسـترش نهـايي   درجه سلسيوس  72 دقيقه در 1

پس از .  دقيقه انجام شد 5مدت بهدرجه سلسيوس  72در 

رد  بـا ژل  درصـد  1 ژل آگاروز ،)80الكتروفورز (ولتاژ اجراي 

بـا دسـتگاه تـرنس لومينـاتور      PCR آميزي و محصول رنگ

قطعه مورد نظر بـا اسـتفاده از   .  مشاهده و عكسبرداري شد

 رازاي پليم ـواكـنش زنجيـره  سـازي محصـول   خـالص كيت 

(Roche.11.732.668.001)  شـد بازيافت  .DNA   بازيافـت

بــا  بلاســت افــزارشـده تعيــين تــوالي و بــا اســتفاده از نــرم 

مقايسـه   زيست فناورياطلاعات  مركزهاي موجود در  توالي

    و در بانك ژن پايگاه مذكور ثبت شد.
  

سـويه  ناز آنزيم زايلا هكنندتوالي ژن كد :آناليز فيلوژنتيكي

مركز زايلاناز ثبت شده در بانك ژن  ژن 14مورد مطالعه با 

آنزيمـي   هخـانواد مقايسه و  اطلاعات زيست فناوري مقايسه

هـاي   تـوالي   خت فيلوژني بـا اسـتفاده از  در.  آن تعيين شد

   افـزار ، بـا نـرم  Wرديفي با كلاسـتر  پس از اعمال هممرجع 

 هدرجـــ.  شـــد رســـم neighbor-joiningو روش  4مگـــا 

بـوت   هـاي ايجـاد شـده بـا روش     بنـدي سنجي گـروه اعتبار

      .تكرار تعيين شد 1000و با استرپ 

  

2- Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)   1. Oxidative/Fermentative 
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  و بحث نتايج

سـويه  ارزيابي كيفي و كمي فعاليت آنـزيم زايلانـاز   

  K40b باسيلوس سابتيليس

ــاز     ــزيم زايلان ــد آن ــي تولي ــويه  از بررس ــيلوس س باس

 سـويه كـه   دهـد  ميبه روش كيفي نشان  K40bسابتيليس 

   روشن ههال ايجاد.  هستمذكور قادر به توليد آنزيم زايلاناز 

 
 

ــر  ــه قط ــانتي 5 ب ــرس ــاز   مت ــت زايلان ــر فعالي ــه در اث    يك

 ـ، بـه  باكتري روي محـيط كشـت بـود      مثبـت بـودن    همنزل

ــد   ــي ش ــون تلق ــكل  آزم ــون  .  )1(ش ــتفاده از آزم ــا اس     ب

ــزيم در محــيط كشــت و شــرايط   ،كمــي   ميــزان توليــد آن

  بـرآورد ليتـر  بـر   واحـد  2890تخمير مورد استفاده معادل 

  شد.

  
  اختصاصي  در محيط كشت K40b باسيلوس سابتيليسسويه  از آزمون كيفي توليد آنزيم زايلاناز  هنتيج -1  شكل

  ساعت 48پس از   ارزيابي كيفي زايلاناز

  

مورفولـوژيكي و مولكـولي    ،شناسايي بيوشـيميايي 

   K40b باسيلوس سابتيليسسويه 

نتــايج شناســايي بيوشــيميايي و مورفولــوژيكي نشــان   

باكتريـايي مـورد بررسـي گـرم مثبـت،      سـويه  كـه   دهد مي

اندوسپور با موقعيـت مركـزي،    هكنندهوازي اجباري، توليد

.  اســتكاتــالاز مثبــت، اكســيداز منفــي و ســيترات مثبــت 

و  بلاسـت افزار با نرم S rDNA16آناليز توالي ژن همچنين 

تـوالي ژن  كـه   دهد ميمرجع نشان  هاي تواليآن با  همقايس

  همولـوژي مشـابه ژن  درصـد   100سويه مورد مطالعـه بـا   

S rDNA16  باســيلوس  شــرح زيــر اســت:بــه ســويهپــنج

  AZ-11 باســيلوس ســابتيليس، )(JF804770.1 ســابتيليس

(TCCC17018) ،   باســــيلوس ســــابتيليسIHR-BS39 

(KJ675633.1)،    باسـيلوس سـابتيليس(KF641179.1) ، 

باسـيلوس  و   M-N2 (KF672740.1) باسيلوس سابتيليس

ــابتيليس  ــايج  .  B10 (KF010354.1)سـ ــاس نتـ ــر اسـ بـ

 سـويه  مولكولي مشخص شـد كـه   شناسايي بيوشيميايي و 

K40b،  اسـت  سابتيليسباسيلوس متعلق به جنس و گونه  . 

مركــز ايــن بــاكتري در بانــك ژن  S rDNA16تــوالي ژن 

ثبـت   KF856737 كـد  بـا  اطلاعات زيست فناوري مقايسـه 

  شد.
  

باســيلوس ســويه آنــاليز فيلــوژنتيكي ژن زايلانــاز 

   K40b سابتيليس

ــا اســتفاده از  مــرازاي پلــيواكــنش زنجيــرهپــس از    ب

 واكـنش الكتروفـورز محصـول   نتايج پرايمرهاي اختصاصي، 

باكتريايي مـورد مطالعـه، ژن زايلانـاز را     هسوينشان داد كه 

در بانـك   اين ژن پس از تعيـين تـوالي  .  )2(شكل  ستدارا

ــه    ژن  ــاوري مقايس ــت فن ــات زيس ــز اطلاع ــا مرك ــد  ب ك

KC731408   ژن تكثيـر شـده   هانـداز .  شـد ثبت bp 563 

اسيد آمينـه را كـد    187كه يك رشته پپتيدي شامل  است

موجـود در  مرجـع  هاي  اين توالي با توالي همقايس.  كند مي

افـزار  با نـرم  مركز اطلاعات زيست فناوري مقايسهبانك ژن 

تــوالي ژن  كــه تــوالي مــذكور بــا دهــد مــينشــان  بلاســت

درصـد شـباهت    96هاي مرجـع تـا    سويهكدكننده زايلاناز 

  دارد.
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  ؛ استاندارد DNA 1 چاهك ؛K40b باسيلوس سابتيليسسويه آنزيم زايلاناز  هكنندرديابي مولكولي ژن كد -2شكل 

  قطعه تكثير شده از ژن زايلاناز 3كنترل؛ چاهك  2 چاهك

  

ثبـت     توالي 14مورد بررسي با   نتايج تجزيه و تحليل توالي

ــده در  ــاوري  ش ــت فن ــات زيس ــز اطلاع ــه   مرك ــق ب متعل

گليكوزيــد هيــدرولاز نشــان  11و  10، 8، 5هــاي  خــانواده

 مورد بررسـي  سويه كه توالي ژن زايلاناز  )3(شكل  دهد مي

ماننـد   باسـيلوس هـاي   گونه 11 هخانوادژن زايلاناز  با توالي

باســيلوس  ،SDBZ4 (GQ452270) باســيلوس ســابتيليس

  باســـــــيلوس  ،MW10 (DQ100307) ســـــــابتيليس

 باســـيلوس پوميلـــوس ،(DQ100301) فـــورميسلشـــني 

(DQ100304) ــيركولانس  و ــيلوس سـ  (AF490980) باسـ

 هخـانواد تـرين  غالـب  كه دارد و از آنجابيشترين شباهت را 

ــاز در  گليكوزيــد  11 هخــانواد هــا باســيلوسآنزيمــي زايلان

نتايج حاصـل  با  (Collins et al.  2005)باشد   هيدرولاز مي

ســويه ژن زايلانــاز  همقايســ ،همچنــين.  مطابقــت دارد

 10، 8، 5هاي  باكتريايي مورد بررسي با ژن زايلاناز خانواده

كه ايـن ژن   دهد ميهاي باكتريايي نشان  سويهبرخي  11و 

هـا   برخي از ميكروارگانيسـم  11 هخانوادبا توالي ژن زايلاناز 

كلسـتريديوم   و (U43089) رومينوكوكوس آلبوس  از قبيل

در مقايسه با زايلانازهاي خانواده   (D13325) استركوراريوم

 كــه شــود يــادآوري مــي.  قرابــت بيشــتري دارد 10و  8، 5

هـاي مختلـف    در خـانواده هـا   بندي ايـن آنـزيم   اساس طبقه

 در نـواحي كاتـاليتيكي  آمينو اسيدي  حفظ شده هاي توالي

  .(Henrissat & Coutinho, 2001) است
  

  

  
  ثبت شده  مرجع توالي 14و  K40b باسيلوس سابتيليسسويه  ژن زايلاناز يفيلوژني بر اساس توالي نوكلئوتيدآناليز  -3شكل 

  مركز اطلاعات زيست فناوري مقايسهدر پايگاه 

 .)دهد تكرار نشان مي 1000پ با ها را بر اساس روش بوت استر بندياعتبارسنجي گروه هدرجها  اعداد پشت شاخه( 
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فعاليت كاتاليتيكي زايلاناز توليد  هبهينتعيين شرايط 

روش سطح  به K40b باسيلوس سابتيليسسويه شده 

  پاسخ

ــزي     ــايج حاصــل از طــرح مركــب مرك ــر اســاس نت    ،ب

  

فعاليـت   بينيپيشمدل درجه دوم مناسب ترين مدل براي 

تعريـف شـده    pHدمـايي و   هدامن ـآنزيم مـورد بررسـي در   

ي كـه متغيـر پاسـخ را بـه شـكل قابـل قبـول        مـدل .  است

  :1رابطه  از است كند عبارت بيني مي پيش

Y (Xylanase activity) = -6660.39020 +1689.08962X1 +117.17796X2 +0.18254X1X2 -48.48612X1
2 -.18283X2

2 )1(  

 
 

  ،كه در آن

X1  و X2 ترتيب نمايانگر متغيرهـاي مسـتقل   بهpH  و دمـا ،

X1X2 متقابل و همچنين ثير اتX1
X2و  2

 درجـه  هاي جمله 2

نتـايج  .  دهنـد  دوم متغيرهاي مـورد بررسـي را نشـان مـي    

بـرازش    دهـد كـه مـدل    تجزيه و تحليل واريانس نشان مـي 

.  (P<0.0001) استدار  معني درصد 99داده شده در سطح 

تجزيـه و تحليـل واريـانس، ضـريب تعيـين      بر اساس نتايج 

)R2برآورد شده اسـت   9618/0 ) فعاليت آنزيم خام حاصل

 ـ آمـاري مـي    ن معنـي كـه مـدل   به اي ـ  درصـد  18/96د توان

  .  تغييرات پاسخ را توضيح دهد

درجه دوم و  هاي جمله، X1، X2ضرائب مثبت يا منفي     

 دهنـده يـا  دهنـده اثـر افـزايش   متقابـل متغيرهـا نشـان   اثر 

 ،بالا همعادل بر اساس.  هستند زايلانازدهنده فعاليت كاهش

 مثبـت ضـرائب   آنهااثر متقابل  و و دما pHاثر خطي متغير 

درجه دوم هر دو متغير نشانگر  هاي جملهكه در حاليدارند 

مثال  است براي زايلاناز مورد بررسيتأثير منفي بر فعاليت 

بيانگر اين موضوع درجه دوم متغير دما  هجملضريب منفي 

است كه با وجود اثر خطي مثبـت ايـن متغيـر بـر فعاليـت      

 pH افـزايش ويژه چنانچـه بـا    آنزيمي، افزايش بيشتر دما به

نمودار   شود. موجب كاهش فعاليت زايلاناز مي ،همراه باشد

 ميـان مقـادير آزمايشـي و    را همبستگي قابل قبولي ،تطابق

  دهـد   نشـان مـي   زايلانـاز فعاليـت   هشـد بينـي   پيش مقادير

  .   )4(شكل 

دار، نمايـانگر اخـتلاف    تجمع نقاط پيرامون خط شـيب     

بيني شـده در   پيش مقادير قابل قبول ميان مقادير تجربي و

هـا   براي بررسي بسندگي مدل.  عملياتي متغيرها است هدامن

 رسم شـد  بيني شده هاي پيش پاسخ  نيز نمودار توزيع باقيمانده

هـا در دو سـوي محـور     با توجه به توزيع باقيمانـده .  )5شكل (

برازش شده، فعاليـت آنزيمـي را     كه مدلگفت توان  عرضي مي

.  كنـد  با استفاده از پاسخ سطح به طـور مناسـب توصـيف مـي    

و چگـونگي   pHدمـا و   هبهين ـنـواحي   بعدي نيـز نمودار سه

 دهــد  تغييــرات پاســخ را در شــرايط آزمايشــي نشــان مــي 

زايلانـاز توليـد    شـود  گونه كه مشاهده ميهمان.  )6(شكل 

بيشترين فعاليت كاتاليتيكي را در  K40bسويه شده توسط 

pH  سلسـيوس درجـه   60تـا   50 و دمـاي  2/6تا  2/5بين 

  و  سلسـيوس درجـه   30از  كمترو  70از  يشدماي ب.  دارد

ــز ــايي pH ني ــزيم را    قلي ــت آن ــه فعالي ــل توج ــاهش قاب   ك

  .دارد همراهبه
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   K40b باسيلوس سابتيليسفعاليت زايلاناز سويه ل بيني شده مد هاي تجربي و پيش نمودار قياس همبستگي داده - 4شكل 

 

  
  

  

  K40b باسيلوس سابتيليسسويه فعاليت زايلاناز بيني شده مدل  نمودار توزيع باقيمانده مقادير پيش -5شكل 

 

  
  

بعدي؛ نمودار سهK40b  سابتيليسباسيلوس سويه  زايلانازبر فعاليت  pHثير دما و ات - 6شكل 

 تجربي هايداده

ده
دا

ي
ها

 
ش

پي
ي

ين
ب

 
ده

ش
 

pH 
 (درجه سلسيوس) دما

ت
لي

عا
ف

 
از

لان
زاي

 

 شده بينيپيش مقادير

1300 

950 

600 

250 

100- 

13/1245                  89/920                 65/596                 41/272                  84/51- 

3 

5/0 

0 

5/0 

3- 

24/1085                  97/800                 70/516                43/232                  84/51- 
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  گيرينتيجه

 ســويهآنـزيم زايلانـاز    هكننـد رديـابي مولكـولي ژن كد    

مويــد غربـال كيفــي و كمــي   K40b باسـيلوس ســابتيليس 

 همقايس ـپـس از  .  اسـت مـذكور  سويه آنزيم  توليدپتانسيل 

هاي موجود در  مورد بررسي با تواليسويه توالي ژن زايلاناز 

مركـز اطلاعـات زيسـت فنـاوري     بانك ژن پايگاه اطلاعاتي 

سويه اين مشخص شد كه آنزيم توليد شده توسط  ،مقايسه

و بـالاترين   اسـت گليگوزيد هيدرولاز  11 هخانوادمتعلق به 

ــه زايلانازهــاي باسيلوســي نشــان مــي  .  دهــد شــباهت را ب

    ه فعاليـت كاتـاليتيكي ايـن آنـزيم    شـرايط بهين ـ  ،چنينهم

   تعيــين تعيــين كــاربرد صــنعتي مناســب     منظــور بــه

فعاليت زايلاناز توليـد شـده توسـط     هبهينهاي  ويژگي.  شد

  بـــر اســـاس روش  K40b باســـيلوس ســـابتيليسســـويه 

تـا   50و دمـاي   2/6تـا   2/5بين  pHسطح پاسخ بررسي و 

به عنوان شرايط بهينه فعاليـت آنـزيم    سلسيوسدرجه  60

  .مشخص شد
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Bacillus subtilis K40b was isolated from rice rhizospheres and its potential for production of xylanase was 

evaluated using biochemical methods. The gene for xylanase in B. subtilis K40b was amplified, sequenced 

and assigned to the NCBI Genebank. The gene size was estimated to be 563 bp encoding 413 amino acids. 

Comparison of the xylanase gene with reference sequences showed that the xylanase of B. subtilis k40b 

belongs to the glycosyl hydrolyase family 11 (GH11) and was closely related to Bacillus xylanase. 

Response surface methodology using a central composite design was applied to determine the optimum 

temperature and pH of the xylanase B. subtilis K40b catalytic activity. Testing was carried out at 

temperatures of 25 to 75 °C and pH values of 4.5 to 8.5. ANOVA was used to derive a quadratic model 

equation for prediction of enzyme activity. Results showed that the optimal conditions for xylanase activity 

were 6.5 pH and 50°C. Alkaline pH and temperatures >70°C and <50°C resulted in a noticeable decrease in 

xylanase activity.   
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