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  چكيده

آنزيمهايي ) EC 3.2.1.8(گزيلانازها . تشكيل مي دهدماده گزيلان گياهان را بخش عمده همي سلولز ديواره سلولي  :زمينه و هدف
اين آنزيمها قادرند .  استخراج گرديده اند از جمله برخي از قارچها و باكتريهاهستند كه از گونه هاي مختلف ميكروارگانيسم ها

 در سالهاي اخير . قند مذكور از گزيلان گردند گزيلوز را در ماده گزيلان تخريب نمايند و باعث آزاد شدن- Dاتصال قندهاي 
   .  از جمله در بي رنگ سازي كاغذ و شفاف كردن روغنهاي خوراكي كاربرد وسيعي يافته اندصنايع مختلفگزيلانازها در 

دين بوسيله چن) ATCC 12980 (باسيلوس استئاروترموفيلوسدر اين تحقيق آنزيم گزيلاناز از محيط كشت باكتري  : بررسيروش 
و تعويض  G-100روش آزمايشگاهي نظير رسوب با سولفات آمونيوم، سانتريفوژ و كروماتوگرافي هاي ژل فيلتراسيون با سفادكس 

  . و دما بر روي فعاليت اين آنزيم بررسي گرديدpH   و سپس اثر سلولز تخليص گرديد-اتيل يوني با دي اتيل آمينو
مشاهده گرديد كه فقط يك پيك فعاليت گزيلانازي از   سلولز سه پيك مجزا-ل آمينو اتيلدر كروماتوگرافي ستوني دي اتي :يافته ها

فعاليت ويژه آنزيم تخليص شده برابر .  تعيين شد09/63خود نشان داد و درجه تخليص بدست آمده از فراكسيونهاي اين پيك معادل 
همچنين آنزيم تخليص شده حداكثر فعاليت .  درصد بود45/17 واحد بين المللي بر ميلي گرم بدست آمد و بازده تخليص آن 7/87با 

 16اين آنزيم توانست گزيلان را در طي .  درجه سانتيگراد نشان داد 60و در دماي  7 معادل pHهيدروليزي بر روي گزيلان را در 
دلالت داشت كه آنزيم بررسي محصولات انتهايي هيدروليز گزيلان توسط كروماتوگرافي كاغذي بر اين . ساعت تجزيه نمايد

  . گزيلاناز تخليص شده نوعي اندوگزيلاناز مي باشد
 اُپتيمم آنزيم گزيلاناز تخليص شده مشخص گرديد كه اين آنزيم   و دمايpH  در مورد با توجه به نتايج بدست آمده :نتيجه گيري

  .جهت استفاده در صنعت بسيار مناسب مي باشد
  كروماتوگرافي ، گزيلاناز، تخليص،ترموفيلوسباسيلوس استئارو : كليديواژه هاي
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   فناوري ميكروبيمجله علمي زيست

 ...باكترياز محيط كشت (EC:3.2.1.8) گزيلاناز صنعتينزيمآتخليص

  مقدمه
 توسط باكتريها و قارچهاي (EC:3.2.1.8)آنزيم گزيلاناز

اين آنزيم مي تواند همي ). 1( ترموفيليك گياهي توليد مي گردد
 هيدروليز را  سلولز متعلق به كربوهيدراتهاي غير نشاسته اي

آنزيم توجه در سالهاي اخير كاربرد صنعتي اين ). 2( نمايد
 به ،بسياري از محققين را در دنيا به خود جلب نموده است

 طوريكه آنزيم فوق در صنايع مختلفي از جمله صنعت كاغذ
، در شفاف كردن روغنهاي )در روند بي رنگ سازي كاغذ (سازي

خوراكي و در تبديل سوخت هاي جامد به مايع مورد استفاده 
 منابع مختلف باكتريايي و اين آنزيم از). 4و3(قرار گرفته است 

 و مشخص گرديده قارچي توسط محققين جداسازي شده است
 ميزان فعاليت اين آنزيم و مقدار آن در منابع مختلف متفاوت كه

ها به  استخراج شده از باكتريگزيلاناز  آنزيمهاي.)5( مي باشد
عنوان كاتاليزورهاي هيدروليزكننده گزيلان نسبت به ساير 

علت مواردي نظير عملكرد بسيار اختصاصي و توليد گزيلانازها ب
باسيلوس . )6 (محصولات جانبي از اهميت بيشتري برخوردارند

 گرما دوست بوده و يكي از  يك باكتري،استئاروترموفيلوس
 استاندارد سوش. )7( باشدعوامل فساد محصولات غذايي مي

ATCC 12980 اين باكتري از نظر صنعتي منبعي براي توليد 
اين باكتري در نوارهاي ). 8( باشد ميBstPIندونوكلئاز انزيم آ

كاغذي به عنوان يك شناساگر بيولوژيكي جهت عمل 
 همچنين يك منبع مناسب جهت ،روداستريليزاسيون بكار مي

 باشدهاي مقاوم به گرما جهت كاربردهاي صنعتي ميتوليد آنزيم
باكتري  يط كشتمح  از گزيلانازدر اين كار تحقيقي آنزيم). 9(

تخليص شده و ) ATCC 12980 (باسيلوس استئاروترموفيلوس
 ،آن و دماي اُپتيمم pHنظير اندازه گيري پس از مطالعات اوليه 

 در تجزيه گزيلان مورد مطالعه و بررسي قرار اين آنزيمتوانايي 
  .گرفت
   بررسيروش
 ATCC(باكتري باسيلوس استئاروترموفيلوس :  باكتريتهيه

 اين .خريداري شد آمريكاRockville از شركت  )12980
 مايع اختصاصي جهت توليد بهينه آنزيم  كشتباكتري در محيط

اين محيط  يك ليتر از جهت تهيه). 10 ( داده شدكشتگزيلاناز
 5/2پپتون،   گرم پلي20 گرم گزيلان، 10 ، در يك ارلنكشت

 گرم فسفات 2 گرم نيتريت آمونيوم، 2گرم عصاره مخمر، 
 گرم سولفات 05/0 گرم سولفات منيزيم آبدار و 1وپتاسيك، مون

منگنز ريخته شد و با آب مقطر حجم آن به يك ليتر رسانده شد 
  .  تنظيم گرديد7 آن روي pH و

  
آنزيم گزيلاناز از محيط : آنزيم گزيلانازو تخليص ستخراج ا

استخراج و    به شرح زيرRoy كشت باكتري مذكور به روش
  ).11( تخليص گرديد

  
محيط كشت  ابتدا:  آنزيم گزيلاناز از محيط كشتاستخراج

  درجه سانتيگراد60 ساعت در دماي 48حاوي باكتري به مدت 
محيط   پس از انكوباسيون. انكوبه شددر يك انكوباتور شيكردار

 10براي مدت  g*10000 با دور Cْ 4 در دماي  مذكوركشت
 بدست آمده وئيشفاف ر  به محلولسپس .دقيقه سانتريفوژ شد

 براي g*10000 با دور و  اضافه گرديد اشباعسولفات آمونيوم
 ،م گزيلانازيحاوي آنزرسوب بدست آمده  وسانتريفوژ  دقيقه 20
معادل pH  مولار و05/0( بافر فسفات پتاسيم  ميلي ليتر100در
 10 تا 5ت از همان بافر به مدليتر   5 در مقابل  و، حل گرديد)7

  .شددياليز   درجه سانتيگراد4 در دماي ساعت
  

 مرحله دوتخليص آنزيم گزيلاناز طي : تخليص آنزيم گزيلاناز
كروماتوگرافي  ستوني ژل فيلتراسيون و مجزاي كروماتوگرافي

  .تعويض يوني انجام گرديد
  

محلول دياليز شده : روماتوگرافي ستوني ژل فيلتراسيونك
حاوي ) cm100 ×7/2(كروماتوگرافيحاوي آنزيم، به ستون 

 مولار 05/0( بافر فسفات پتاسيم در تعادل با  G-100سفادكس 
ستون با بافر فسفات پتاسيم سپس . اضافه گرديد) 7معادل pH و
 ميلي ليتر در 120با سرعت جريان) 7معادل pH  مولار و05/0(

 ساعت شستشو داده شد و محلول خروجي به وسيلة دستگاه
ها در طول موج  مونهجذب ن.  جمع آوري شدفراكشن كالكتور

  ماوراء بنفش-مرئي  نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر280
سپس فراكسيونهاي . جهت بررسي وجود پروتئين قرائت شد

 24با يكديگر مخلوط شده و به مدت داراي فعاليت گزيلانازي 
معادل pH  مولار و05/0(ساعت در مقابل بافر فسفات پتاسيم 

 با استفاده از  ميلي ليتر10وط تا حجم اين مخل. دياليز شدند) 7
  .)11 (تغليظ گرديددستگاه روتاري اواپوراتور تحت شرايط خلاء 
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 زهره فائزي زاده و همكاران

محلول آنزيمي تغليظ  :كروماتوگرافي ستوني تعويض يوني
 cm(شده از مرحله ژل فيلتراسيون به ستون كروماتوگرافي

با بافر تعادل كه در حال  سلولز -DEAE حاوي) 5/1×40
 .بود اضافه گرديد) 7معادل pH  مولار و05/0(يم فسفات پتاس

سرعت با ) 7معادل pH  مولار و05/0(ر فسفات پتاسيم باف سپس
پس از . در ساعت از ستون عبور داده شدليتر  ميلي25 جريان
 تا 0گراديان  ،بافر مذكور از ستون  ميلي ليتر از1500عبور 

 05/0(بافر فسفات پتاسيم  توسط NaCl مولار 25/0
از ستون عبور داده  NaClحاوي ) 7عادل  مpH   ولار وم

فراكسيونهاي خارج شده توسط دستگاه فراكشن  و شد
 جذب فراكسيونهاي جدا سپس. كالكتور جمع آوري گرديد

 فراكشنهاي  در مرحله بعدو  نانومتر قرائت280شده  درطول موج
  .)11(مورد بررسي قرار آنزيمي از نظر فعاليت حاوي جذب 

  
گيري فعاليت  جهت اندازه: گيري فعاليت آنزيم گزيلاناز زهاندا

هاي بدست آمده از مراحل مختلف  آنزيم گزيلاناز در نمونه
 و همكارانش استفاده Miller از روش استخراج و تخليص آنزيم

ليتر محلول نمونه در يك لوله   ميلي5/0مقدار ). 12( گرديد
حلول سوسپانسيون ليتر م  ميلي5/0آزمايش ريخته شد و به آن 

) 7معادل pH  مولار و05/0(گزيلان در بافر فسفات پتاسيم 
سپس محتويات لوله با همزن برقي مخلوط شد و . اضافه گرديد

.  دقيقه انكوبه گرديد30 درجه سانتيگراد براي 60در دماي 
سپس مخلوط مذكور به سرعت در آب سرد حاوي يخ قرار داده 

 دقيقه سانتريفوژ 3براي مدت  g×10000شد و بعد از آن با دور 
گرديد در اين حالت گزيلانهاي تجزيه نشده توسط آنزيم گزيلاناز 

ليتر از محلول شفاف رويي درون   ميلي5/0سپس . رسوب نمود
 5/0ليتر محلول   ميلي5/0يك لوله آزمايش ريخته شد و به آن 

بعد از . دي نيتروساليسيليك اسيد اضافه گرديد -5 و 3درصد 
ماري آب جوش قرار   دقيقه درون بن5لوله مذكور به مدت آن 

. سرد گرديد داده شد و سپس محتويات آن توسط جريان آب ، 
جذب نوري آن در كتروفتومتر در نهايت با استفاده از دستگاه اسپ

شد و با استفاده از نمودار  نانومتر قرائت 535طول موج 
طبق  .ندازه گيري شداستاندارد، فعاليت آنزيم مذكور در نمونه  ا

تعريف يك واحد آنزيم گزيلاناز عبارتست از مقدار آنزيمي كه 
 -Dقادر است در مدت زمان يك دقيقه يك ميكرومول قند 

  60دماي(گزيلوز را از سوبستراي گزيلان تحت شرايط استاندارد 
  . آزاد نمايد)7 معادل pHدرجه سانتيگراد و 

در پروتئين نمونه ها مقدار : اندازه گيري مقدار پروتئين
 و Lowryتمام مراحل اين كار تحقيقاتي بر اساس روش 

 ).13( همكارانش اندازه گيري گرديد

  
راحل م: (SDS-PAGE)الكتروفورز ژل پلي اكريل آميد

 الكتروفورزتوسط روش مختلف تخليص آنزيم گزيلاناز 
مورد بررسي قرار  (SDS-PAGE)ژل پلي آكريل آميد

  درصد انتخاب شد5/12 ينيدرصد ژل پاي. گرفت
   ).14و15(

  
: اپُپتيمم آنزيم گزيلاناز تخليص شدهpH  وتعيين دما
 با استفاده از  اُپتيمم آنزيم گزيلاناز تخليص شدهpH وتعيين دما

جهت تعيين دماي  ).11(گرفتهمكارانش انجام   وRoyروش
المللي   واحد بين5 يك ميلي ليتر محلول آنزيمي حاوي اُپتيمم
معادل pH  مولار و05/0( با استفاده از بافر فسفات پتاسيم آنزيم

درجه سانتيگراد به مدت ده  30سپس در دماي . تهيه گرديد) 7
 و درصد گيري  اندازه در آن  فعاليت آنزيمدقيقه قرار داده شد و

 .محاسبه شد مذكورمانده آنزيم گزيلاناز در دماي  فعاليت باقي
 درجه سانتيگراد تكرار 80 تا 40همين عمل براي دماهاي 

  .گرديد
 با نيز  اُپتيمم آنزيم گزيلاناز تخليص شدهpH تعيين براي

) 9 و 4بين ( هاي متفاوت pHاستفاده از بافرهاي مختلف با 
 5ليتر محلول آنزيم گزيلاناز حاوي  ابتدا يك ميلي. انجام گرفت
ت  استابافر المللي از آنزيم تخليص شده با استفاده از  واحد بين

 دقيقه در 30سپس به مدت .  شد تهيه4معادل pH  با سديم
م  درجه سانتيگراد انكوبه گرديد و مجدداً فعاليت آنزي60دماي 

مانده آنزيم  يت باقي درصد فعالگيري شد و گزيلاناز در آن اندازه
 5هاي  pHهمين عمل براي . گرديدعيين ت pH  اينگزيلاناز در

فر ، با)5 معادل  pHبا(ستات سديم  ارنيز با استفاده از باف 9تا 
و در نهايت بافر ) 8 و7 ،6 هاي معادل  pHبا(فسفات پتاسيم 

  .تكرار گرديد) 9 معادل  pHبا (HCl -تريس
  

  بررسي اثر آنزيم گزيلاناز تخليص شده بر تجزيه گزيلان
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 ...باكترياز محيط كشت (EC:3.2.1.8) گزيلاناز صنعتينزيمآتخليص

در اين مرحله از پروژه : گيري درصد هيدروليز گزيلان اندازه
). 16(  و همكارانش استفاده گرديدkhasinاز روش تحقيقاتي 

المللي از آنزيم  ر يك لوله آزمايش محلولي شامل يك واحد بيند
  مولار و05/0(ليتر بافر فسفات پتاسيم   ميلي5/0گزيلاناز در 

pH اضافه  گزيلانگرم  ميلي25تهيه شد و به آن ) 7معادل 
لوله مذكور پس از به همزدن محتوياتش به مدت دو . گرديد
 درجه سانتيگراد قرار داده شد و سپس مقدار 60 در دماي ساعت

D- گزيلوز توليد شده در آن با استفاده از نمودار استاندارد 
 از معادله سپس با استفاده. برحسب ميكرومول محاسبه گرديد

زير درصد هيدروليز گزيلان توسط آنزيم گزيلاناز در طي يك 
  :گيري شد ساعت اندازه

  

  
  

 فاكتوري ناشي از افزايش مولكولهاي 9/0عدد در اين معادله 
همين عمل . باشد آب به سوبسترا در طي واكنش هيدروليز مي

 ساعت تكرار شد و در نهايت 16 و 8، 4براي مدت زمانهاي 
نمودار تغييرات درصد هيدروليز گزيلان طي ساعات مذكور رسم 

  .گرديد
  

از  اثر هيدروليزي آنزيم گزيلاناز با استفاده بررسي 
  Karتحقيق از روشدر اين مرحله از : كروماتوگرافي كاغذي

 بدين صورت ). 17( گرديداستفاده  2006 در سال و همكارانش
 ميلي ليتر محلول گزيلان يك درصد با استفاده از 50كه ابتدا 

به تهيه شد و ) 7 معادل pH مولار و 05/0(بافر فسفات پتاسيم 
در يلاناز افزوده گرديد و المللي آنزيم گز  واحد بين4500آن 

، 1سپس در مدت زمانهاي . شد درجه سانتيگراد انكوبه 60دماي 
گزيلان . ليتر از اين محلول برداشته شد  ميلي5 ساعت 16 و 8، 4

موجود در هر نمونه كه مصرف نشده بود با استفاده از 
در مرحله بعد گزيلان  رسوب . ايزوپروپانول رسوب داده شد

 10براي مدت g× 10000(ده از عمل سانتريفوژ نموده با استفا
سپس محلول شفاف رويي با . از محلول رويي جدا گرديد) دقيقه

 ميكروليتر تغليظ 500آوري گرديد و تا حجم  پت پاستور جمع پي
سپس از هر نمونه بر روي كاغذ كروماتوگرافي عمل . گرديد

ن  گزيلوز نيز به عنوا-Dاز محلول . گذاري صورت گرفت لكه

در مرحله بعد كاغذ در . گذاري استفاده شد استاندارد در عمل لكه
بوتانل و آب ايزوجار كروماتوگرافي محتوي سه حلال استون و 

بعد از عمل . قرار گرفت) 1 به 1 به 8به ترتيب با نسبت حجمي (
آميزي كاغذ با اسپري   عمل رنگ،جداسازي و بالا آمدن حلالها

 ليتر اسيد  ميلي50نيزآلدئيد و ليتر آ ميلي 5/0مخلوطي از 
ليتر اسيد سولفوريك انجام شد و سپس كاغذ   ميلي1استيك و 
 درجه سانتيگراد حرارت داده 150 دقيقه در دماي 5به مدت 

 - گزيلوز روي كاغذ رنگ سبز-Dدر اين وضعيت قند . شد
  .خاكستري بخود گرفت

  
  يافته ها

نتايج : سيوننتايج بدست آمده از كروماتوگرافي ژل فيلترا
 در G-100فادكس با س ژل فيلتراسيون كروماتوگرافيحاصل از 

گردد اين   ميهمانطور كه مشاهده . نشان داده شده است1نمودار
بررسي . باشد  ميF-3 و  F ، 2-F-1نمودار حاوي سه پيك

 نانومتر نشان داد كه هر 280جذب فراكسيونهاي جداسازي در 
 ولي فقط فراكسيونهاي ،باشند سه پيك مذكور حاوي پروتئين مي

فراكسيونها . داراي فعاليت گزيلانازي بودند F-1موجود در پيك 
ليتر داشتند   ميلي42حجمي معادل   F-1آوري شده پيك  جمع

ليتر تغليظ   ميلي10 حجم  تاوي هم ريخته شده وكه بر ر
گرديدند و جهت انجام كروماتوگرافي تعويض يوني در مرحله بعد 

 در فراكسيونهاي  تام مقدار پروتئين.ده قرار گرفتندمورد استفا
  ).1جدول  (ليتر بود گرم بر ميلي  ميلي8 برابر با F-1پيك 

  
 نتايج: نتايج بدست آمده از كروماتوگرافي تعويض يوني

 2 نمودار سلولز در-DEAEكروماتوگرافي تعويض يوني ژل 
 كي سه پمي گرددهمانطور كه مشاهده  .نشان داده شده است

 280 در  كه ايجاد گرديد c1-F و a1-F ، b1-F مجزاي
 b1-Fنانومتر داراي جذب بودند ولي فقط فراكسيونهاي پيك 

 فراكسيون با حجم 8اين پيك شامل . فعاليت گزيلانازي داشتند
 پس از b1-F فراكسيونهاي پيك .ليتر بود  ميلي16نهايي معادل 

مورد ارزيابي  يدژل پلي آكريل آم تغليظ شدن توسط الكتروفورز
ان شن بر روي ژل مذكور يك باند پروتئيني ايجاد .قرار گرفتند

 ويژه و  مقدار فعاليت ).1شكل( بوددهنده تخليص آنزيم مذكور 
 در تمامي مراحل خالص سازي  تخليص شده آنزيمفعاليت كل

  . مشاهده مي گردد1آنزيم در جدول 
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 3 نمودار: نازنتايج حاصل از تعيين دماي اُپتيمم آنزيم گزيلا
مانده آنزيم گزيلاناز تخليص  بيانگر تغييرات درصد فعاليت باقي

اين نمودار  در همانطور كه. باشد مي 80 تا 50شده در دماهاي
مانده  درجه سانتيگراد فعاليت باقي 60گردد در دماي  مشاهده مي

بنابراين اين دما، دماي . باشد مي) 100(%آنزيم مذكور حداكثر 
  . آنزيم مذكور است فعاليتاپُتيمم

          
مطابق روش :  اُپتيمم آنزيم گزيلانازpHنتايج حاصل از تعيين    

 اُپتيمم آنزيم گزيلاناز pHبراي تعيين  6-2ذكر شده در بخش 
 pHالمللي از  اين آنزيم در   واحد بين5فعاليت ،  ميزان تخليص شده
همانطور . ار گرفتمورد بررسي قر) 9 و 8، 7، 6، 5، 4(هاي مختلف 

، درصد فعاليت 7 برابر pHگردد در  مشاهده مي4كه در نمودار 
 اُپتيمم آنزيم گزيلاناز pH درصد است، بنابراين 100مانده آنزيم  باقي

  .باشد  مي7تخليص شده معادل 
  

گيري درصد گزيلان هيدروليز شده توسط  نتايج حاصل از اندازه
ص شده بر گزيلان لي گزيلاناز تخبا اثر دادن آنزيم: آنزيم گزيلاناز

 5نمودار . درصد هيدروليز گزيلان تعيين گرديد ،طي ساعات مختلف
 و 8 ، 4، 1 تغييرات درصد هيدروليز گزيلان در زمانهاي  دهنده نشان

گردد بيشترين درصد  همانطور كه مشاهده مي. باشد ي ساعت م16
  .وباسيون است ساعت پس از انك16مربوط به ) 50(%هيدروليز گزيلان 

  
كروماتوگرافي كاغذي جهت اثبات تجزيه نتايج حاصل از 

جهت اثبات تجزيه گزيلان :گزيلان توسط آنزيم گزيلاناز
، 4، 1هاي جدا شده در مدت زمانهاي  توسط آنزيم گزيلاناز، نمونه

 ساعت پس از انكوباسيون با استفاده از كروماتوگرافي 16 و 8
همانطور كه در شكل . ار گرفتندكاغذي مورد تجزيه و تحليل قر

 آنزيم گزيلاناز تخليص شده توانسته است دگرد  مشاهده مي2
 -D ساعت گزيلان را تجزيه نموده و از آن واحدهاي 16پس از 

  .گزيلوز توليد نمايد
  

   بحث
 Nanmoriدر اين تحقيق محيط كشت اختصاصي طبق روش 

  حاوي اين محيط كشت). 10(و همكارانش تهيه گرديد 
پپتون و غيره بوده و به  تركيباتي نظير گزيلان، عصاره مخمر، پلي

 و Mandeva و Khasin توسط 98 و 93 يترتيب در سالها

همكارانشان جهت توليد بهينه آنزيم گزيلاناز مورد استفاده قرار 
با استفاده از اين محيط كشت اختصاصي ). 18و16(گرفته است 

 باسيلوس استئاروترموفيلوس توليد آنزيم گزيلاناز توسط باكتري
در اين پروژه آنزيم گزيلاناز توسط  ).20و19، 1(گردد  حداكثر مي

بازده . ، استخراج و تخليص گرديد)11( و همكارانش Royروش 
 درصد بدست آمد كه بيشتر از 45/17عمل در اين روش حدود 

) 3/11( و همكارانش Nanmoriمقدار گزارش شده توسط 
زيم را از سوش جديدي از باكتري باسيلوس باشد كه اين آن مي

  ).10(اند  استئاروترموفيلوس استخراج نموده
بيشتر از بازده )  درصد45/17(همچنين بازده مذكور 

است كه )  درصد5( و همكارانش Guptaگزارش شده توسط 
 باكتري استافيلوكوكوسآنزيم گزيلاناز را از سوش خاصي از 

)SG-13 (اند جداسازي نموده)كننده ، كه اين امر توجيه)21  
چگونگي استفاده بيشتر از باكتري باسيلوس استئاروترموفيلوس 

در  .باشد ساير باكتريها جهت توليد آنزيم گزيلاناز مينسبت به 
ادامه اين تحقيق وزن مولكولي آنزيم گزيلاناز تخليص شده با 
استفاده از روش الكتروفورز ژل آكريل آميد و ماركرهاي 

 كيلودالتون 40ننده وزن مولكولي به طور تقريبي معادل ك تعيين
تعيين گرديد كه تقريباً معادل وزن مولكولي آنزيم گزيلاناز 

و همچنين )  كيلودالتونNanmori) 5/39تخليص شده توسط 
Khasin) 4316و10(باشد و همكاران مي)  كيلودالتون.(  

ي توان نتيجه گرفت كه وزن مولكولي آنزيمها بنابراين مي
گزيلاناز جداسازي شده از سوشهاي مختلف باكتري باسيلوس 
استئاروترموفيلوس تقريباً يكسان است در صورتيكه وزن مولكولي 

 Aeromonasاين آنزيم در سوشهاي باكتريهاي ديگر نظير 
caviae  وBacillus Sp و 22 متفاوت بوده و به ترتيب معادل 

در اين پروژه  ).22و21( كيلودالتون تعيين گرديده است 36
 درجه 60دماي اُپتيمم آنزيم گزيلاناز تخليص شده برابر با 

  انجام شده توسط تحقيقاتسانتيگراد تعيين شد كه طبق 
CollinsوArora همكارانشان دماي مناسبي جهت كاربرد  و 

اين دما تقريباً معادل ). 23 و1(باشد  صنعتي آنزيم مذكور مي
، 93هاي  ز تخليص شده در سالدماي اپُتيمم آنزيمهاي گزيلانا

 ميلادي توسط محققان مختلف نظير 2003 و 97
Nakamura ،Sunna ،Katapodisباشد   و همكارانشان مي

اند  كه از جانداران گوناگوني اين آنزيم را تخليص نموده
 اُپتيمم آنزيم گزيلاناز تخليص شده pHهمچنين  ).26و24،25(
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 تيمم گزارش شده  توسط اُپpHدر اين پروژه تقريباً معادل 
Nanmori، Khasin 7( و همكارانشان~pH( باشد كه از  مي

سوشهاي مختلف باكتري استئاروترموفيلوس آنزيم مذكور را 
بنابراين در اين مورد نوعي شباهت ). 16و10(اند  استخراج نموده

 و Mandevaگردد كه توسط  قابل گزارش مشاهده مي
  ).18(همكارانش نيز ذكر گرديده است 

بررسي تأثير هيدروليزي آنزيم گزيلاناز تخليص شده توسط 
كروماتوگرافي كاغذي نشان داد كه آنزيم مذكور از نوع 

 و همكارانش Royزيرا طبق گزارش . باشد اندوگزيلاناز مي
 ساعت قادرند از گزيلان علاوه 16آنزيمهاي اندوگزيلاناز در طي 

لوپنتوز، گزيلوتتروز،  گزيلوز، ساير قندها نظير گزي-Dبر قند 
همچنين كروماتوگرافي . گزيلوتريوز و گزيلوبيوز توليد نمايد

كاغذي هيدروليز گزيلان توسط آنزيم تخليص شده نشان داد كه 
 ساعت صورت 16 گزيلوز توسط اين آنزيم بعد از -Dتوليد 

  . )11( گيرد مي
  گيري نتيجه

 و pH از جمله اين پروژه  بدست آمده دربا توجه به نتايج
  ايند كهيگرد مشخص دماي اپتيمم آنزيم گزيلاناز تخليص شده 

  .لازم برخوردار استكارايي جهت استفاده صنعتي از آنزيم 
  تشكر وقدرداني

انجام اين طرح تحقيقاتي با حمايت مالي معاونت پژوهشي 
بدين . دانشگاه آزاد اسلامي واحد بروجرد انجام گرديده است

.اونت تشكر و قدرداني به عمل مي آيدوسيله از زحمات اين مع

  
   
  
  
  
 

  

  

  

  

در )  سانتيمتر۵/۲×۱۰۲( به ابعاد G-100گرم پروتئين بدست آمده از مرحله رسوبات با سولفات آمونيوم بر روي ستون سفادكس   ميلي۱۲۵کروماتوگرافی ژل فيلتراسيون : ۱نمودار

  .ليتر در ساعت  ميلي۱۲۰ جريان  و سرعتpH=۷ مولار با ۰۵/۰تعادل با بافر فسفات پتاسيم 

 
  نتايج بدست آمده از مراحل مختلف استخراج و تخليص آنزيم گزيلاناز: ۱جدول 

 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

Purification  
fold %Yield 

فعاليت 

  )units(كل 

فعاليت ويژه 

)u/mg(  

توتال پروتئين 

)mg/ml(  

حجم 

  )ml(نهايي 
  مراحل

  كتري از محيط كشتمرحله جداسازي سلولهاي با  ۸/۹۳۲  ۴۷۰  ۳۹/۱  ۶۵۳  ۱۰۰  ۱

  مرحله رسوب با سولفات آمونيوم  ۵  ۱۲۵  ۸۸/۲  ۳۶۰  ۶۹/۵۶  ۰۷/۲

 Sphadex G-100كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون با   ۴۲  ۸  ۷۵/۳۸  ۳۱۰  ۴۷/۴۷  ۸۷/۲۷

 DEAE-Celluloseكروماتوگرافي با   ۱۶  ۳/۱  ۷/۸۷  ۱۱۴  ۴۵/۱۷  ٠٩/٦٣
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در تعادل با بافر فسفات پتاسيم و گراديان )  سانتيمتر۵/۱×۴۰( سلولز به ابعاد ‐DEAE حاصل از مرحله ژل فيلتراسيون روي ستون F‐۱ك كروماتوگرافي تعويض يوني پي: ۲نمودار

 .ليتر در ساعت  ميلي۳۰  و سرعت جريانNaCl مولار ۲۵/۰  تا۰ نمكي

  

 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 درصد و ولتاژ بكار گرفته شده ۴ و ۵/۱۲تخراج و تخليص آنزيم درصد ژلهاي پايين و بالا به ترتيب از مراحل مختلف اس) slab(اي   صفحهSDS-PAGE الكتروفورز :۱شکل

 F‐۱ پروتئينهاي موجود در پيك  دهنده  نشان۳رديف . باشد  پروتئينهاي موجود در رسوب بدست آمده با استفاده از سولفات آمونيوم مي دهنده  نشان۲رديف . باشد  ولت مي۱۲۰برابر با 

ناشي از عمل كروماتوگرافي تعويض يوني ) b۱‐Fپيك (گزيلاناز تخليص و تغليظ شده  آنزيم  دهنده  نشان۴دست آمده از عمل كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون بوده و در نهايت رديف ب

   ،KD۶۶آلبومين سرم گاوي با وزن مولكولي = KD۹۴ ، bمولكولي  با وزن bفسفريلاز = aبه ترتيب، ( نيز ماركرهاي وزن مولكولي ۱در رديف .  باشد  سلولز مي‐DEAEروی ستون 

c = اووآلبومين با وزن مولكوليKD۴۵ ،d = كربنيك انيدراز با وزن مولكوليKD۲۹ ،e = مهاركننده تريسپين سويا با وزن مولكوليKD۲۰ و f = لاكتالبومين با وزن مولكولي

KD۴/۱۴ (كيلودالتون تعيين گرديد۴۰ مولكولي آنزيم تخليص شده تقريباً قرار دارند كه با توجه به وزن آنها، وزن .  

  

 
          

     

  

  

  

  

   درجه سانتيگراد۸۰ و ۷۰، ۶۰، ۵۰، ۴۰، ۳۰مانده آنزيم گزيلاناز در دماهاي  تغييرات درصد فعاليت باقي:  ۳نمودار

                                     

  

  

  

  

  

  

  .۹ و ۸، ۷، ۶، ۵، ۴ هاي pHمانده آنزيم گزيلاناز در  يت باقيتغييرات درصد فعال:  ۴نمودار 
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 ...باكترياز محيط كشت (EC:3.2.1.8) گزيلاناز صنعتينزيمآتخليص

  

  

  

  

  

  

  

   ساعت۱۶تغييرات درصد هيدروليز گزيلان توسط آنزيم گزيلاناز طی  : ۵نمودار 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

، هشت ساعت پس ۳ار  ساعت پس از انكوباسيون، رديف ، چه۲، يكساعت پس از انكوباسيون،رديف ۱رديف (كروماتوگرافي كاغذي گزيلان انكوبه شده با آنزيم گزيلاناز :  ۲شکل 

  ) گزيلوز به عنوان استاندارد‐Dقند  ، ۵، شانزده ساعت پس از انكوباسيون و رديف ۴، رديف از انكوباسيون
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دوم، شماره يكم، دوره 88پاييز   

 زهره فائزي زاده و همكاران
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