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ی���� و �دردا�   

ب�ذارم و از ی ز����م ����ه � �نارم �ودی و یار�م ��ودی � � ���ر ع�م و دا�ش �دم بارا�ھا �و را �پاس � � ���ه ���ه

ی دا��ی � �وا�م � با ��ف و ر��ت �ی��ا�� ���ه�ند ��دم. از �و �یه �صا��ت با ���ا��ی �س دا���ند و �ی�وکلام ���

���ل ��دا�ی و یار�م �ما�ی � �ماره �پاس��ار آ��ه � � �ن  ��ان دا�ش لا��نا���از � ���یدی را � �یا�ی وا�ع و �ی

  با�م و راه ��پا�ی � � ن��رم. ای ارزا�ی دا��ه

�����ی
ام، �در و ما� ��م، � � �مام ��ا�ل ز�د�ی حا�ی و �ن �ن �ود�د و دعای ��رشان ��واره � ا�تدا از ���ا�ن 

ا�ن سا�ھا  �وان ���رد�ی ���ی � �ای ��ی�ما�م. ا��� با � واژهی را�م �وده و ��ت ���ما� ���� و �دردا�ی �ی�در�

  ی ���� �آورد.ا�د را � ر��ه�ثارم ��ده

- ��غ اسا�ید را��مای ار��ند و �ر�وار، �ناب آ�ی د��ر ��ر ���ی، � �یشا��ه و �ی��م از ز�مات �ی�پاس��اری �ی

��ور ا�شان ��� د �ی� � ��ھا � ��وت ا�تادی، � � ��وان ا�سا�ی عا�م و �ر�وار از ���ر ا�شان ��یار آ�و��م و شای

�د��ل خا��ی ���ی ��ش را � �ظاره ���ت و ا�ن ا�� ��ھا �وان � س�و�ی �وچک، ���ت �ییا��م � چ�و� �ی���ی

�����ی، ��ر وا�� ی ع�م �ی �د�ل ا�شان ���ق ��ت و �س. �دون �، ��ف، ���ا�ی و را��ما�ی�وا��ه
�ی د��وزا� و 

گارش ا�ن پایان ��، ��ا � گام �دا��ن � ا�ن ���ر  �ی ��یار خلا��و ایده ا�شان � �ما�ی ��ا�ل ����ق، �دو�ن و �

�����ی�ناب آ�ی د��ر ��ید ا��ن د�وار، ا��وار و ��� �دم ��ود.
- زاده، � ��� ��ف و �و��� ��ور ��م و ���ا�ی 

��ق، با ��ن خ�ق و رو�ی �شاده، ��واره �ذ�ای �ن و شان را از خا�� ��وا�م �د. ا�شان � �مام ��ا�ل ا�جام ا�ن �� 

ر ���و�ند. از ا�شان � خا�� ا���ه ع��ر�م و�ود ��غ�ه��ش ی زیاد، �ی ��اوا�م �ود�د و � ا�ن راه از � �و��ی ��و�ذا

�ی ا�ن �ما�م. �ی � �دون تلاش��واره ���ت کا�ی �ای را��ما�ی ا��جا�� دا�، �دردا�ی و �پاس��اری �ی



 

  ث
 

�����ن از ز�مات �ما�ی اسا�ید ��ا�قدرم، �ناب آ�یان د��ر  �ر�واران، � ��� ����ن ا�ن ����ق ا��ی �حال �ود.

از �ما�ی  شا�خ ����یک، د��ر ��مدرضا عا��یان و د��ر ����ی ���آبادی � از ���ر ا�شان ��یار آ�و��م، �ل ���� را دارم.

گاه م�ی ��ند�ی ژ��یک و �کار�نان و کار�ناسان  و ���ت  و�ه کار�ناس و کار�نان ���رم آزما�ه دام و آ�یان �و��

  � از دو�تان ار��ند و ��ا�قدرم، �رکار خا�م � �ھا�� �سا�دت را ��ت ا�جام ا�ن ����ق ��ود�د، �ل ���� را دارم.

��� �یدری، آزاده  ����ی، ��� ��مدی، ��ما �د�ی، ز�ه �وا�ی،  �� ���ی، ���را ����ی، ز�ا ����ی، رایان سا�یان، ��ما

�و�ن ا��ری، آ��ون  ��نا ����ویان، ���ن ��ا�ی ���د، ��نا لا��ی،  �ھاب ���یاری،  ���ی، ����ه  �و�یک.

    �ھا�� ���� را دارم.



 

 

 

 

  

 زي دانشکده کشاورزي دانشگاهدانشجوي دوره کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژي کشاور، سمانه بنائیان  اینجانب

 بومی باکتري از شده ایزوله  گلوکاناز بتا آنزیم کینتیکی خصوصیات بررسیشاهرود نویسنده پایان نامه 

Cohnella  زاده، متعهد می شومدکتر ناصر فرخی و دکتر سعید امین آقایان تحت راهنمائی:  

  است.تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار  

 .در استفاده از نتایج پژوهشهاي محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است 

  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگري براي دریافت هیچ نوع مدرك یا امتیازي

 در هیچ جا ارائه نشده است.

  دانشـگاه  « مقالات مستخرج بـا نـام    کلیه حقوق معنوي این اثر متعلق به دانشگاه شاهرود می باشد و

 به چاپ خواهد رسید.»  University  of  Shahrood «و یا » شاهرود 

     حقوق معنوي تمام افرادي که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان نامه تأثیرگذار بـوده انـد در مقـالات

 رعایت می گردد. یان نامهپامستخرج از 

 هاي آنهـا) اسـتفاده شـده    یا بافت، در مواردي که از موجود زنده ( در کلیه مراحل انجام این پایان نامه

 است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است.

  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردي که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا

                             صول اخلاق انسانی رعایت شده است.ه شده است اصل رازداري ، ضوابط و ااستفاد

  تاریخ:                         
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  چکیده

  

آنزیمی هستند که در  ي متنوعاند، خانوادهبه عنوان لامینارینازها نیز شناخته شده (EC3.1.2.39)گلوکانازها،  3،1-بتا

-بتاکنند، گلوکان را هیدرولیز می 3،1-گلیکوزیدي در بتا- oقرار دارند و پیوندهاي  GH16گروه گلیکوزیل هیدرولازها 

 3،1-د. در این پژوهش ژن  بتانصنایع داروسازي دار ي کشاورزي، تخمیر وکابردهاي متنوعی در زمینهگلوکانازها  3،1

و بیان هترولوگ  گردید، کلون گردیدایزوله    Cohnella. A01از باکتري بومی   (accession No. KX013442)گلوکاناز 

کیلودالتون،  47گلوکاناز با وزن مولکولی  3،1-انجام گردید، پروتئین نوترکیب بتا .E. coliاین ژن در میزبان بیانی 

 5گراد به مدت سانتیدرجه 50با انکوباسیون در دماي است و  )pH=  6گراد (سانتیدرجه 50بهترین فعالیتش در دماي 

 نارین داراي پارامترهاي کینتیکیباشد.  این آنزیم نوترکیب در حضور لامیدرصد پایدار می 70ساعت  فعالیتش تا 

(mg/ml) 1628/0  =km ،(U/ml) 5/112  =Vmax ،(s-1) 9/52816  =Kcat  324428 و  = kcat/km   .لازم به ذکر است بود

آنزیم  SDS 1% (W/V)در حضور   گراد است.سانتیدرجه 50دقیقه در دماي   5/1732گلوکاناز  3،1-ي عمر بتانیمهکه 

گلوکاناز  3،1- سنجی بتاهاي آلی اتانول، متانول و استون کاملا فعال است. آزمایش زیستفعال بوده و در حضور حلال

  بود.  Phytophthora spبیانگر کاهش رشد قارچ فیتوپاتوژن  

  Cohnella A01, Phytophthora sp.گلوکاناز،  3،1-کلمات کلیدي : بتا
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  فهرست شکل ها

 

. --o بتا يوندهایپ با که است شده لیتشک يگلوکز يواحدها از نیناریلام ،)نیناریلام(بتاگلوکان.  a..1-1شکل 1-1شکل

. b شود،یم مشاهده يمخمر ينهایناریلام در زین  β- 1,6 يوندهایپ از یانشعابات و دهاندیگرد متصل هم به  β- 1,3 يدیکوزیگل

 ور،یسو و يکلور.. (دارد حضور زین  β- 1,3 وندیپ آنها نیب در که باشندیم β  1,4 -يوندهایپ کنان،یل .. c)گلوکان  β 1,4 -( سلولز

2007( ........................................................................................................................................ 5 

. دهدیم رخ یسلول یوارهید در سنتاز گلوکان کمپلکس توسط یسلول یوارهید يبازساز یط در که یمراحل. 2-1 شکل 2-1شکل

 7 ................ ) .2013 همکاران، و انایمو( است گلوکان 3،1 -بتا هیتجز و شدن لیطو گلوکان، 3،1-بتا شدن دار انشعاب: شامل

. ،Asp دهنده نیپروتئ توسط يدیکوزیگل وندیپ ژنیاکس الف گلوکاناز، 3،1-بتا يدرولازیه عمل سمیمکان: 3- 1شکل 3-1شکل

 ژنیاکس نیب کووالان وندیپ آب مولکول) ج. گرددیم فعال Glu نهیدآمیاس توسط و وارد آب مولکول) ب. شودیم پروتونه

 11 ..................... .)2006همکاران، و هاسان( کندیم زیدرولیه را - 1 تیموقع در يقند ماندهیباق 1 کربن و لینوکلئوف

. نیا ،گلوکاناز 3،1-بتا نقش و مخمر یسلول یوارهید در موجود گلوکان-بتا یهیتجز ينحو از یکل طرح .4-1 شکل 4-1شکل

 است، مشخص که همانطور یمیآنز بخش در شود،یم انجام یمیآنز زیدرولیه و ییایمیش زیدرولیه روش دو به یکل طور به ندیفرا

 گلوکان، 3،1-بتا از را گلوکز و نیتیک از N-acetylglucosamine بیترت به اول یمرحله در گلوکاناز 3،1-بتا اگزو اندو، و نازیتیک

 14 ........................................................................... ).2014 همکاران، و ونگ( کنندیم آزاد زیدرولیه ندیفرا یط

 ............................................................................................................................................... 17 

 است، شده لیتشک β يناهمسو یصفحه دو از ،)Pyrococcus furiosus)pfLamA نازیناریلام  یستالوگرافیکر ساختار. a .5-1شکل

 رنگ به) β0–β1–β4–β15–β6–β11–β12–β13( رهیزنج 8 و ینارنج رنگ به) β2–β5–β14–β7–β8–β9–β10( رهیزنج 7 شامل که

. Ilari, et al., 2009 (b( باشند،یم دوم ساختار یدهنده لیتشک بخش نیشتریب بتا صفحات گلوکانازها 3،1-بتا در. باشدیم سبز

 باشند،یم ناهمسو صفحه دو صورت به رنگ زرد يرههایزنج ،Mycobacterium tuberculosis  گلوکاناز 3،1-بتا یستالوگرافیکر

 داریپا عامل عنوان به زین میکلس ونی. دهدیم نشان را  α چیمارپ زین رنگ قرمز یهیناح باشند،یم Turn شامل زین رنگ سبز بخش

 17 ........................................................ .(Dong et al. 2015) است شده مشخص شکل در میآنز نیا تیفعال یکننده

 کنترل -1 چاهک .) w/v%(1 آگارز ژل يرو بر نگیکلون ندیفرآ دیتائ و   pET26b یانیب وکتور در ژن الحاق یبررس. 1-4 شکل

 از استفاده با بتاگلوکاناز ی،قطعه R2511 و  F2511يآغازگرها با  PCR واکنش توسط شده ریتکث  DNA قطعه  -2 چاهک ،یمنف

 از PCR واکنش محصولات نگیکلون دییتأ. دیرگردیتکث باز جفت 1251طول با یقطعه بتاگلوکاناز یاختصاص يمرهایپرا

 باز جفت 1251 با شده ریتکث DNA قطعه  -3 چاهک.  بتاگلوکاناز ژن يآغازگرها با ون،یترانسفورماس از حاصل مثبت يهمسانهها

 بیرنوترکیغ دیپلاسم  -5 چاهک ، بینوترک pET26b  -4 چاهک حرکت اختلاف شیآزما ب،ینوترک همسانه از PCR توسط

 یمشاهده و یبرش يمهایآنز با شده هضم بینوترک همسانه -6 چاهک.  یمنف کنترل عنوان به  pET26b يباز جفت 5360

 53 ... مارکر -M چاهک  ،)pET26b دیپلاسم طول( باز جفت 5360و) بتاگلوکاناز ژن طول(باز جفت 1251طول بایتقر با يقطعها

 -M  ،یمنف کنترل IPTG يالقا قبل: 2 ساعت، IPTG   16با شده القا یکلون: 1 چاهک ، گلوکاناز 3،1- بتا ژن انیب . 2-4 شکل

 گلوکاناز 3،1-بتا بینوترک نیپروتئ يحاو که سفارز کلین  از یخروج محلول: 3.  بینوترک نیپروتئ يخالصساز نشاندهنده: مارکر

 54 ............................................................................................. .است لودالتونیک 47 بایتقر یمولکول وزن با

 يدما در که محلول يسوبسترا از يمقدار همراه به بتاگلوکاناز میآنز ینمونه يحاو. گلوکاناز 3،1-بتا میآنز تیفعال - . 3-4 شکل

 جوشانده  قهیدق 10 مدت به و شده اضافه DNS نظر مورد واکنش به توقف جهت سپس و شده انکوبه قهیدق 5 مدت به درجه 60



 

 

 يحاو ینمونه مانند طیشرا یتمام و شده استفاده  است، آن در میآنز که يبافر از میآنز يجا به شاهد ینمونه در.شاهد -2.شودیم

 54 ............................................................................................................................... .باشدیم میآنز

 آنها جذب  يریاندازهگ و گلوکز مختلف يغلظتها از استفاده با .میآنز تیفعال واحد نییتع منظور به استاندارد نموار. 4- 4 شکل

 55 ................................................................................................................ . نانومتر 540 موج طول در

 شده محاسبه Km. کیتیکاتال يپارامترها محاسبه يبرا  شده خالص بتاگلوکاناز میآنز Michaelis-Menten یمنحن .5-4 شکل

 55 ........................................................................... .شد يریگ اندازه نیناریلام يسوبسترا توسط میآنز نیا يبرا

 تا 40 کوهنلا از شده زولهیا گلوکاناز 3،1-بتا میآنز ینهیبه يدما. aاست، شده داده نشان شکل در که همانطور.  a .6-4 شکل

 یدرجه 50 تا 10 يدماها در میآنز تیفعال زمان، طول در دما به نسبت میآنز يداریپا یبررس b.  باشد،یم گرادیدرجهسانت 50

 100 زین قهیدق 90 از بعد گرادیدرجهسانت 40 يدما در میآنز يداریپا. c است بوده درصد 100 قهیدق 90 مدت به گرادیسانت

 نهیبه pH در میآنز تیفعال.  d)  گرادیدرجهسانت 50=  مثلث گراد،یدرجهسانت 30= رهیدا گراد،یدرجهسانت 70= مربع( است، درصد

 مدت به ییایقل تا يدیاس يهاpH در میآنز نیاe  .  باشد،یم تیفعال نیبهتر يدارا 5 با برابر pH در میآنز د،یگرد مشخص زین اش

 قهیدق 300 قه،یدق 120 قه،یدق 90 زمان مدت طول در pH  5، 7، 9 سه در میآنز يداریپا یبررس f . .است داریپا کاملا قهیدق 90

 باشد،یم قهیدق 360 از بعد نهاشیبه pH در خود تیفعال از درصد 90 حفظ به قادر کوهنلا از شده زولهیا بتاگلوکاناز که داد نشان

 5 ، رهیدا ،pH=  7 مثلث، ،pH=  9 مربع،( است کرده حفظ قهیدق 360 از بعد را خود تیفعال درصد 70 تا زین pH 7 در میآنز نیا

 =pH.( ....................................................................................................................................... 59 

 مهار به قادر گلوکاناز، 3، 1-بتا میآنز که دهدیم نشان. گلوکاناز 3،1 - بتا میآنز توسط یقارچ يمهار اثر یبررس.. 8-4 شکل

-بتا میآنز -1 ،)باشدیم آن داخل میآنز که يبافر( شاهد ینمونه - 0 اشکال، یتمام در. است  Phytophtora sp یقارچ يماریب

 مشاهده میآنز یضدقارچ اثر .a- Phytophtora sp گردد،یم مشاهده زین شکل در که همانطور ، شده دهیجوش میآنز-2 گلوکاناز،3،1

 نداشته يرشد مهار چیه Sclerotinia    sclerotiorum قارچ -d است نشد گزارش يرشد مهار چیه Fusarium.sp قارچ-  bد،یگرد

 62 ......................................................................... .دینگرد مشاهده يمهار تیفعال زین e- sp. Alternaria  ، است

. شد رسم تکرار 1000 با استرپ بوت با Mega6.06 افزار نرم از استفاده با یلوژنیف یدرختچه. کیلوژنتیف یدرختچه 9- 4شکل

 میآنز يبرو ییایمیوشیب و یکینتیک يهایبررس حسب بر شده انجام مطالعات مورد در که يشباهتها نیشتریب براساس

 از که ییبتاگلوکانازها ریسا با شده زولهیا گلوکاناز 3،1-بتا ینیپروت یتوال ینیپروتئ بلاست است، شده انجام مشابه يبتاگلوکانازها

 نظر از را شباهت نیشتریب که شد مشخص و دیگرد یفیهمرد داشتهاند مشابهت قیتحق نیا در موجود نیپروتئ با یتوال نظر

 نظر از باشدیم اوتوگروپ عنوان به که گلوکاناز 4،1-بتا با یمشخص کاملا طور به یول دارد گلوکاناز 3،1-بتا  ينهایپروتئ به یتکامل

 65 ....................................................................................................................... .است متفاوت یتکامل

 56 دیگرد مشاهده زین شکل در که همانظور ..Psipred تیسا از استفاده با گلوکاناز 3،1-بتا دوم ساختار یبررس 10-4 شکل

 67 ............................................. .است شده لیتشک لیکو زین درصد 46 و کسیهل آلفا درصد 2 از بتا، صفحات از درصد
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 26........................................ بتاگلوکاناز میآنز يجداساز و ییشناسا يسمهایکروارگانیم از يتعداد مشخصات.1-2 جدول

 56............................................................................................. بتاگلوکاناز يساز خالص مراحل. 1-4 جدول

 60........................................................................ گلوکاناز 3،1-بتا تیفعال بر یمعدن مواد و ونهای ریتاث. 2-4جدول

 EtOH ،)استون( Act یآل يحلالها و) سولفات لیدس دو میسد مرکاپتواتانول،: ME-2( ندهیشو مواد و دترجنت ریتاث. 3-4جدول

 61........................................................... گلوکاناز 3،1-بتا تیفعال بر) زوپروپانولیا( IsOH ،)متانول( MtOH ،)اتانول(
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ي آبجو در صنایع تهیه ،باشندمیها گلوکان 3،1-ي بتاهاي هیدرولیز کنندهگلوکانازها آنزیم 3،1-بتا 

و منجر به باشد هاي قارچی میله با بیماريبگیري کاربرد دارند، کاربرد دیگر آنزیم در مقاجهت مالت

و به عنوان یک عامل کنترل بیولوژیک کاربرد  گرددها میي سلولی قارچدیوارهگلوکان  3،1-تجزیه بتا

زیادي از منابع مختلف گیاهی، قارچی و گلوکاناز  3،1-تابهاي تا کنون ژن مهمی در کشاورزي دارد،

دهند. در این اند که با یکدیگر همولوژي اندکی نشان میسازي شدهباکتریایی جداسازي و همسانه

 در. مورد مطالعه قرار گرفت Cohnella sp.A01از باکتري بومی ترموفیل گلوکاناز  3،1-بتاپژوهش ژن 

 منابع همچنین و هاگلوکان-بتا انواع بنديتقسیم و هاگلوکان 3،1-بتا خصوص در ابتدا در فصل این

 بررسی به  ادامه در. شودمی گفته سخن اختصاصی طور به  هاآن کاربردهاي و هاگلوکان 3،1-بتا

 دارند که ساختاري و مصرفی سوبستراي  نوع براساس هاآن بنديطبقه و خصوصیات بتاگلوکانازها،

 درمانتخمیري،  کشاورزي، مختلف صنایع در گلوکانازها 3،1-بتا کاربردهمچنین  ،شودمی پرداخته

 .گرددمی اشاره سرطان

  گلوکان .1-1

 متصل یکدیگر به يیدزبتاگلیکو پیوند با که ستا گلوکز-D هايحدوا از خطی هموپلیمر نگلوکا

ناشی ند که بعدي داریسکوزیته و ساختار سه تنوع زیادي از لحاظ وزن مولکولی، حلالیت، و هستند و

، باشندمی گلوکان-ترین شکل بتاها رایجگلوکان 3،1-بتا. باشدها میاز تفاوت در فعالیت بیولوژي آن

گلوکزي تشکیل شده و فاقد انشعاب  3،1-گلیکوزیدي بتاهاي باکتریایی از اتصال ديگلوکان 3،1-بتا

 6،1-بتا هاي قارچی و مخمري داراي انشعاباتگلوکان 3،1-بتا باشند،باشد و به صورت محلول میمی

ها و ساکاریدهاي اصلی جلبکها از پلیگلوکان 3،1-بتا . باشندي  کوتاه و بلند به ترتیب میگلوکز

ها در تغذیه انسان مفیدند بسیاري از بتاگلوکان ، )2000سان و ایتن، ( باشنددیواره سلولی قارچ ها می

 بر. ي تخمیر بسیار مشکل ساز هستندبرهاي محلول، اما در پروسهمانند عوامل بافتی و مکمل فی
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-4،1-3،1 بتا: عمده گروه سه به توانمی را ١هاگلیکوزیدي بتاگلوکان ارتباط نوع اساس

 گلوکان 4،1-، بتا  )(Mixed- linked glucanهایی با پیوندهاي مخلوط گلوکان، ٢گلوکان(لیکنان)

 تشکیل 3،1-بتا اتصال با گلوکز بتا واحدهاي از کالوز) یا کالوز (لامینارین گلوکان 3،1-بتا  ،٣)سلولز(

 .تقسیم کرد )1997(هنریسات و دیویس، باشد گلوکان می 3،1-و نام دیگر کالوز همان بتا است شده

   )1-1 (شکل

.1-1-1 گلوکان 3،1-بتاو خصوصیات منابع  

ذرت، برنج، گندم و  مانند غلاتی با مقایسه در (غلات خشن) یولاف و جو درگلوکان  3،1-میزان بتا

گلوکان -D 3،1-منابع مهم بتا .)1987( امان و گراهام،  باشدمی توجهی قابل مقداراي ذرت خوشه

محلول اما به صورت گلوکان در مخمر  3،1-. بتااشاره کردي سلولی مخمر دیوارهتوان به حضور در می

- علف انواع در توانمی را ساکاریدپلی این .استمحلول  ناهاي غلات به شکل محلول و در سبوس دانه

، ها قارچ سایرو ٥و آسپرژیلوس ٤هاي مانند تریکودرماهاي متنوعی از قارچدریایی و همچنین گونه هاي

 .)2016(هنگ و همکاران،  یافت دریایی هاي جلبکمخمرها و 

 پلاسمایی، غشاي  موجود در سنتاز گلوکان کمپلکس توسط  A.fumigatusقارچ  گلوکان 3،1-بتا

 هايزنجیره صورت به و کندمی استفاده سوبسترا عنوان به UDP6-Glucose از که شوندمی ساخته

 دیواره سختی که مسئول شوندمی تخلیه پلاسمیپري فضاي به غشا طریق از گلوکان، 3 ،1 -بتا خطی

 سازيشاخه مانند شوند،اتی میتغییر دستخوش شده سنتز تازه هايگلوکان این گاهی اما .هست

  و شاخه شدن طویل ،(انشعابات)

                                                             
1. Beta-glucan 
2. Lichenin 
3. Cellulose 
4. Trichoderma 
5.  Aspergillus 
6. Uridindiphosphat-Glucose 
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.1-1شکل - -oبتاگلوکان(لامینارین)، لامینارین از واحدهاي گلوکزي تشکیل شده است که با پیوندهاي بتا  . a..1- 1شکل 

. bشود، مشاهده می ي مخمريهانیز در لامینارین  β-  1,6 اند و انشعاباتی از پیوندهايهم متصل گردیده به  β-  1,3 گلیکوزیدي

کلوري و (نیز حضور دارد..   β-  1,3ها پیوند که در بین آن باشندمی β  1,4 -لیکنان، پیوندهاي .. cگلوکان)  β 1,4 -سلولز (

  )2007سویور، 

 

 انعطاف و کند پیدا کاهش اشسختی سلولی دیواره که شودمی باعث این و هاشاخه شدن تجزیه

 شده داده نشان 2-1در شکل  دهدمی رخسلول  در دیواره  که تغییراتی از نمونه یک. دشون پذیرتر

 که است خطی گلوکان هايزنجیره ساختاري تغییرات شامل تغییر فرایند در دخیل مراحل. است

 گلوکان 3،1 -بتا تجزیه و شدن طویل سازي،شاخه با که شود،می انجام سنتاز گلوکان کمپلکس توسط

 رشد فاز( اسپور تورم مانند شناختی ریخت رویدادهاي. شودمی دنبال سلولی دیواره در (کالوز)

β – 1,3 

β – 1,4 

c 



  

����ی�ی ��و�یات �ر�ی
  |۶|  �ما� �نا�یان -Cohnella.A01 �و�ی با��ری  از �ده ا�و�  گ�وکا�ز �تا آ��م 

 

 
 

 میسلیوم رشد طول در جانبی هاي هیف تولید و جنین يلوله خروج ،)زنی جوانه حین ایزودیامترال

(مویانا و  شود پذیرتر انعطاف و بدهد دست از را اش سختی سلول دیواره  که است این نیازمند

افزایش فشار اسمزي داخل  فرایند اول شامل:افتد، یند اتفاق میزنی با دو فراجوانه .)2013همکاران، 

 فشارباشد. سلولی ناشی از فعالیت گلیکوزیل هیدرولازها می يدیواره نرم شدن درفرایند دوم، و سلول

. باشدبالا می 2یولپلی و ترهالوز قند بالاي مقدار دلیل به خفته 1کونیدیا اسپورهاي در اسمزي

 اصلاح رویداد زمان این طی، شوندمی تجزیه کاملا کونیدیوم اسپور شدن متورم طی  اگرچه هامولکول

 تسهیل زنیجوانه طی سلولیدیواره شکل تغییر کهطوريبه شودمی پیشنهاد بیوشیمیایی - ساختاري

انترفت، ( هستند سلولی دیواره در اصلاحات این انجام براي کاندیدهایی هیدرولازها گلیکوزیل. شودمی

 در دخیل فاکتوري عنوان به کالوزدر فرآیندهاي بیولوژي زیادي نقش دارند،   نیز کالوز .)1997

- سلول سیتوکینز طی موقتا کالوزبه طور مثال، . شودمی شناخته گیاهان در زیستی متنوع فرایندهاي

  در پدیده این شود،کهمی هیدرولیز بالغ، جدید هايدیواره عنوان به سپس و شده برداشته گیاهی، هاي

 به را پنبه فیبر سازيطویل پلاسمودتا، در اش موقتی تجمع  و است دخیل  گرده دانهشدن  کامل

 زیستی غیر و زیستی هاياسترس توسط کالوز تجزیه تکاملی، فرایندهاي کنار در. بردمی پیش

پاسخ به باشد، میها پاتوژن حمله فلزات، با گرفتن قرار معرض در شامل شودکهمی القا متنوعی

 شودسلولی گیاهی توسط کالوز انجام میي هدیوارو اصلاح مجدد تقویت ها نیز با پاتوژن مقاومت با

 .)1998(کوردیر و همکاران 

 

 

                                                             
1. Conidia 
2. Polyol   
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ي توسط کمپلکس گلوکان سنتاز در دیوارهي سلولی حلی که در طی بازسازي دیوارهمرا. 2- 1 شکل  .2-1شکل

(مویانا و همکاران،  گلوکان است 3،1 -بتا و تجزیه شدن گلوکان، طویل 3،1- بتاشدن انشعاب دار شامل: دهد رخ می سلولی

2013( .  

 

.2-1-1  هاگلوکان 3،1-کاربرد بتا 

 و دوسر جو غلات نان، مخمر سلولی دیواره از که است مخمر سلولی دیواره از بخشی گلوکان 3،1-بتا

(بایوسنس، کاربردهاي بیولوژیکی متنوعی در حیوانات و گیاهان دارد   و گیردمی سرچشمه ها قارچ

 بیماري با مبارزه به و باشدمی جانور یک ایمنی سیستم پاسخ آغازگر و کنندهکمکاز جمله  ،)2003

و ماکروفاژها  سفید هايگلبولکه  استسلول  ایمنی کننده تعدیل یکگلوکان  3،1-بتا. کندمی کمک

 رشد نیز و انگلی و قارچی باکتریایی، هاي عفونت برابر در مقاومت افزایش جهت ایمنی سیستم در را

 فعال هابیماري با مبارزه براي را بدن ایمنی سیستمگلوکان  3،1-بتا بنابراین. کندمی فعال تومورها،

سطح ماکروفاژ اتصال هاي به این صورت که با گیرنده .باشدباش میو همیشه در حالت آماده کندمی

در فرآیند ایمنی زیستی و  گلوکان 3،1-بتا .گرددکند و منجر به فعال شدن ماکروفاژها میبرقرار می
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 پلی این نقش ها،گلوکان بتا روي اخیر هاي دهه مطالعاتگردد، ها استفاده میبیوتیکتولید آنتی

 نیز و ایمنی سیستم ضعف به مبتلا بیماران در دارویی و غذایی هايمکمل عنوان به را ساکاریدها

 ها،قارچ سلولی دیواره ساکاریدهايپلی میان از. است داده نشان اهمیت پر بسیار سرطان به مبتلایان

 طبق. است دستیابی قابل آب در نامحلول و محلول فرم دو به که دارد بالاتري فعالیت گلوکان 3،1-بتا

 به درمانی، عملکردهاي و بالا زیستی فعالیت دلیل به لوکانگ 3،1-بتا محلول فرم شده انجام تحقیقات

 تزریقی، مصارف در کاربرد بر علاوه گلوکان 3،1- بتا. استشده معرفی ایمن و مناسب عامل یک عنوان

 توجه مورد دارورسانی نوین هايسیستم ساخت با مرتبط هايپژوهش در دارورسان حامل عنوان به

-بتا. )2007چن وسویور، ( است شده استفاده آن نانوذره شکل در سرطان درمان براي که گرفته قرار

 در تواندمی مخمر ،شودتغذیه گاو استفاده میبه عنوان مکمل غذایی در  مخمر، همراه گلوکان به 3،1

 بتاگلوکان افزودن. دهد افزایش را شیر تولید غذایی، اجزاي پذیري گوارش قابلیت بردن بالا ينتیجه

 تواندمی همچنین. کند تولید بیشتري شیر و براي سلامتی گاو موثر باشد تواندمی مخمر، درکنار

 رشد برنده پیش عنوان به گاوها به هابیوتیکآنتی درگذشته .باشد هابیوتیک آنتی براي جایگزینی

 آنتی این از استفاده نگران کنندگانمصرف اما شوند، داشته نگه سالم هاآن تا شدندمی خورانده

 این عملکرد که است این گاو داشتن نگاه سالم در بیشتر چالش. اندشده اهلی چهارپایان در هابیوتیک

 که است بتاگلوکان ها،بیوتیک آنتی براي مناسب جایگزین یک. است یافته افزایش هابیوتیکآنتی

  )2001کلارك و همکاران، (ندارند  میکروبی زاییجهش یا و ماندهباقی اثرات خروج، زمان

  هاو نقش زیستی آن گلوکاناز 3،1-بتا .1-2

هستند که پیوند بتاگلیکوزیدي  2هاي گلیکوزید هیدرولازمتنوعی از آنزیم خانواده ،1گلوکانازها 3،1-بتا

کنند. بتاگلوکانازها به مقدار بسیار وسیعی در بسیاري از گیاهان، ها، هیدرولیز میرا در بتاگلوکان

                                                             
1.  Beta-glucanase 
2. Glucoside hydrolase  
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 Carbohydrate-Active enZYmesدر سایت د، نها وجود دارها، قارچحیوانات دریایی، باکتري

)CAZy( )http://www.cazy.org(3،1-گلوکانازها به دو نوع اگزوبتا 3،1-، بتا ) گلوکانازEC.3.2.1.58 (

) که به ترتیب بخش انتهایی و داخلی EC.3.2.1.39و  EC.3.2.1.6گلوکانازها ( 3،1-و اندوبتا

 مکانیسم عمل .)2011(کوتا و همکاران،  شوندبندي میدسته دنکنپیوندهاي گلیکوزیدي را تجزیه می

به این صورت است که یک پیوند کوالان بین آنزیم و ي گلیکوزیل گلوکانازهاي خانواده 3،1-در بتا

جایی دوتایی است که نیازمند دو جابهفرآیند گردد، این شود و سپس تجزیه میگلیکوزیل تشکیل می

، در ایتدا به است ي ضروري است، یک نوکلئوفیل آنزیمی و یک اسید و باز کاتالیتیکآمینه اسید

کند سپس به عنوان باز عمل کرده و آب را پروتونه می کنندهکند و گروه تركعنوان اسید عمل می

از طریق جانشینی دوگانه ي فعالیت به این صورت است که نحوه ،کندنوکلئوفیل حاصل را دپروتونه می

رود. می پیش باشد)ها که مشخص کننده ایزومر فضایی ویژهاي می(آرایش اتم ١نفیگوراسیونو حفظ ک

). در مرحله اول اکسیژن پیوند گلیکوزیدي 3- 1مکانیسم پیشنهادي شامل سه مرحله است (شکل 

دیگري به کربن  Aspشود. این مرحله با حمله نوکلئوفیلی ، پروتونه میAspتوسط پروتون دهنده 

جدا شدن و  یابد. پس ازو تشکیل یک حدواسط کووالان ادامه می -1گلوکزي در موقعیت  1شماره 

دار شده است، یک مولکول آب وارد و که گلوکز آن پروتون (لامینارین) ترك این قسمت از سوبسترا

گردد، سپس مولکول آب پروتونه شده بود فعال میدکه در مرحله قبل  Gluتوسط یک اسیدآمینه 

را  -1قعیت باقیمانده قندي در مو 1فعال شده، پیوند کووالان بین اکسیژن نوکلئوفیل و کربن 

آردي ، 2004دومان و باردووکسی، (گردد. کند و بدین ترتیب چرخه کاتالیتیک کامل میهیدرولیز می

هستند که این  تمامی این اندوگلوکانازها داراي یک ماژول اتصال به کربوهیدرات . )2015و روویرا، 

مین قسمتی از ود مین کاتالیتیکی متصل شده است. اینوماژول به قسمت انتهاي کربوکسیلی د

- ، آنزیم)1997اران، و همک سارکن(دهد و براي فعالیت آنزیم ضروري است جایگاه فعال را تشکیل می

                                                             
1. Configuration  
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ي شدهي حفاظتکنند. اسیدآمینهکردن فضایی آنومري عمل میاز طریق وارونه GH16هاي 

شده که به آب متصل اسید حفاظتگلوتامیک اسید به عنوان اسید عمومی کاتالیتیکی و دو آسپارتیک

براساس انشعابات   .کنندمیگلوکان ایفا  3،1-ي بتاشوند نقش باز عمومی کاتالیتیکی را در تجزیهمی

شوند، در حالی که بندي میگروه GH17ي در گیاهان به خانواده گلوکاناز 3،1-بتا توالی آمینواسیدي

گلوکاناز  3،1-بتا ،)2014(لومبارد،  شودبندي میگروه GH16 يخانواده ها بهاین آنزیم هادر باکتري

گذاري و نام ، )2013(چنگ و همکاران، شود ي منابع معدنی میزیهموجود در باکتري موجب تج

بندي طبقهاین با توجه به کنند. ها هیدرولیز میها براساس پیوندي است که آنبندي این آنزیمطبقه

اگرچه به طور اختصاصی شوند (اندوگلوکاناز) در نظر گرفته می نازها هم جزئی از بتاگلوکانازهالیک

 β-) 1- 4کنند ولی  حضور این پیوندها در بین یک پیوند (را هیدرولیز نمی β -)1-3پیوندهاي (

دیزدزیولیا و ( بپردازد β -)1-4ضروري است تا آنزیم شناخت لازم را انجام دهد و به کاتالیز پیوند (

 شکندرا در ساختار بتاگلوکان  می 3،1-بتاگلوکانازي هم که پیوندهاي ، بتا)2006سینیتین، 

   .نامندمیگلوکاناز 3،1 -بتا لامیناریناز یا

.1-2-1  هاي مختلفگلوکانازها در میکروارگانیسم 3،1-فعالیت بتا 

ابدیو و  دهند(عملکردهاي متفاوتی از خود نشان میهاي مختلف گلوکانازها درمیکروارگانیسم 3،1-بتا

هایی آنزیمگلوکانازهاي میکروبی  3،1-بتا EC 3.2.1.39). 2009، ایلاري و همکاران، 2009همکاران، 

هایی غیر داراي قابلیت شکستن پیوند گلیکوزیدي در گلوکانگلوکاناز)  3،1-مانند لامیناریناز (اندوبتا

ختلف هاي مباکتریایی بوده و در گونه اشاره قرار گرفتند،هایی که مورد بیشتر آنزیم .از سلولز هستند

  اند.باسیلوس شناسایی شده
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، الف اکسیژن پیوند گلیکوزیدي توسط گلوکاناز 3،1-هیدرولازي بتا: مکانیسم عمل 3-1شکل  .3-1شکل

گردد. ج) مولکول آب فعال می Glu. ب) مولکول آب وارد و توسط اسیدآمینه شود، پروتونه میAspپروتئین دهنده 

(هاسان و  کندرا هیدرولیز می - 1باقیمانده قندي در موقعیت  1پیوند کووالان بین اکسیژن نوکلئوفیل و کربن 

   .)2006همکاران،

  

 
 3،1-اند که شامل: اندوبتاي بالا شناسایی شدهتوانایی تجزیه ها نیز دو نوع اندوبتاگلوکاناز باباکتري

گلوکاناز،  3،1-، اندو بتا)EC 3.2.1.73(گلوکاناز 4،1:3،1-و دیگري نیز اندوبتا )EC 3.2.1.39( گلوکاناز

در حالی که کند، و هیدرولیز می هایی از قبیل لامینارین را با بیشترین کارایی تجزیهگلوکان 3،1-بتا

ایلاري و ( باشندها میگلوکان 3،1- ها و بتاگلوکان 4،1-گلوکاناز قادر به هیدرولیز بتا 4،1:3،1-بتا اندو

باشند؛ گونه گلوکانازي می 3،1- هایی با فعالیت بتاها هم قادر به تولید آنزیمقارچ  .)2009همکاران، 

   ).1988(بولر، د باشهاي با این فعالیت میي آنزیمکنندهقارچی تولید از جمله گونه ،تریکودرما

 محوررشد  بذر، زنیجوانه شامل فیزیولوژیکی فرآیندهاي از بسیاري دردر گیاهان گلوکانازها  3،1-بتا

 3،1- بتا. )2009(ابدیو و همکاران،  نقش دارند ي سلولیو تغییرات دیواره کولئوپتیل رشد ،لپه زیر

- دهد چرا که دیوارههاي قارچی از خود نشان میگلوکانازها در گیاهان نقش محافظتی در برابر بیماري

a b  c 
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زا را هاي بیماريي قارچو دیواره  گلوکانی تشکیل شده است 3،1-ها از ترکیبات بتاقارچي سلولی 

زنی و مهمی در جوانهیمی تنظي گیاهان نقش علاوه بر آن بیان این آنزیم در دانه .کندتجزیه می

  .)2006 ، رز و همکاران،2009(ایلاري و همکاران، دارد  هاي قارچیدر مقابله با بیماريو خواب بذر 

 ورود حال در ویروس که هاییسلول در چه را میزبان سلول دیواره ، گلوکانازهاي ویروسی 3،1-بتا

 اسم به ویروسی. کندمی تجزیه، است شدن رها حال در ویروس که هاییسلول آن در چه و است

 بالایی شباهت اسیدي آمینو توالی لحاظ از که کندمی کد آنزیمی دارد   A94L نام به ژنی که  1کلورلا

- می کمک ویروس به آنزیم این. دارد گلوکونازها 3،1– بتا 16 هیدرولاز گلیکوزید خانواده هايآنزیم با

 شده ساخته تازه ویروسی هايذره به و شود سلول وارد ویروس و کرده هضم رو سلول دیواره که کند

 کلورلا ویروس نوع 42 از نوع 27. شوند خارج سلول از و شود هضم سلول دیواره کهکند می کمک هم

   .)2009، ایلاري و همکاران، 2000(سان و همکاران،  .دارند را گلوکاناز 3،1-ي بتاژن کد کننده

براي تولید و براي استفاده در صنعت لازم است که شکسته گلوکان  3،1-بتاگلیکوزیدي  يپیوندها 

در صنعت جو بسیار کاربرد دارند ها در صنعت آبجمله این آنزیم از )4-1(شکل  شوند و از بین بروند

گیري صورت گیرد. اساسا فرایند  سازي و تخمیر مخمر باید از جو مالتبه دنبال آمادهي آبجو تهیه

-بتازنی بذر بستگی دارد و این فرایند با همکاري آمیلازها، کربوکسی پپتیدازها و گیري به جوانهمالت

به  گلوکانازها 3،1- بتاگیرد. سازي شده براي تولید مالت صورت میتحت شرایط بهینه گلوکانازها 3،1

-. بتاگردنداستفاده میسازي آبجو نیز و همچنین در جهت شفاف ي کیفیت آبجودهنده عنوان بهبود

باشند موثر می هاي میکروبی که در فرآیند تخمیر نقش دارندگلوکانازها در از بین بردن باقیمانده 3،1

سلولی مخمر به همراه کیتینازها يي دیوارهدر فرایند تخمیر مخمر و تجزیه). 2014(ونگ و همکاران، 

 شرایط در Delftia tsuruhatensis MV01 گونهحاصل از  گلوکاناز 1،3-بتا اندو. نقش مهمی دارند

 parvulu  Pediococcus ساکاریدها ازاگزوپلی تجزیه توانایی این، بر علاوهاست.  فعال شراب تولید

                                                             
1. Chlorella 
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 کاهش به منجر که. دارند را )جو نقش دارد، در تولید شراب و آب(باکتري لاکتیک اسید، گرم مثبت

 در و بگذارد تاثیر مختلف مخمرهاي سلولیدیواره روي بر تواندمی آنزیم این گردد،می ویسکوزیته

 بمناس دماي کهاینبه  توجهبا. کند جلوگیري فساد از گیريآب فرآیند مراحل تمام در تواندمی نتیجه

 و دارد بیشتر کاربرد حرارت به مقاوم گلوکاناز 3،1-بتا است، گرادسانتی درجه 50 حدود صنایع این در

چنگ و ( شود استفاده صنعتی هايزمینه سایر و غذایی مواد صنعت در گلیکان تخریب براي تواندمی

 Trichodermaمانند . و بتاگلوکان ي سلولزکنندههاي تجزیهاز قارچبسیاري  .)2013همکاران، 

sp،Geocladium sp. ،Chaetomium sp.  وPenicillium sp. توان و می گلوکاناز دارند 3،1-آنزیم بتا

ها به عنوان عامل کنترل بیولوژیک جهت و از آن ها جداسازي و خالص نمودها را از این قارچاین آنزیم

- بندي میگروهخانواده  7هاي رایج ، به پروتئین PR١ ،کرداستفادههاي قارچی بردن بیمارياز بین 

  .باشند می PR-2 ي خانواده جزو قارچی هايسلول دیواره در موجود گلوکانازهاي 1،3–بتاشوند. 

  

                                                             
2. Pathogenesis- Related(PR) Protein 
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-بتاي سلولی مخمر و نقش گلوکان موجود در دیواره- ي بتاي تجزیهطرح کلی از نحو .4- 1 شکل  .4-1شکل

شود، در بخش به طور کلی به دو روش هیدرولیز شیمیایی و هیدرولیز آنزیمی انجام میاین فرایند ، گلوکاناز 3،1

-Nي اول به ترتیب گلوکاناز در مرحله 3،1-آنزیمی همانطور که مشخص است، کیتیناز و اندو، اگزو بتا
acetylglucosamine ونگ و  کنندی فرایند هیدرولیز آزاد میگلوکان، ط 3،1-از کیتین و گلوکز را از بتا)

  .)2014همکاران، 

  

فعالیت  با با یکدیگر  به صورت سینرژیست) PR-2(  قارچی گلوکاناز 3،1-بتاو  )PR-3(کیتیناز

  .)2012دهند (یاسمین، میضدقارچی از خود نشان 

  گلوکاناز 3،1 -ساختار سه بعدي بتا .1-3

براي   )EC3.2.1.39گلوکاناز( 3،1-اندوبتا  GH16ي کریستالوگرافی از خانوادههاي تا به امروز ساختار

 ) 2012(بلیچر و همکاران،   ،Pyrococcus furiosus ) 2009(ایلاري و همکاران، هاي میکروارگانیسم

Rhodothermus marinus،  ،2013(مونویا و همکاران(  Streptomyces sioyaensis،  کوتا و)
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(دونگ و همکاران،  ،Zobellia galactanivorans )2016(جم، ، Nocardiopsis sp) 2011همکاران، 

2015  (Mycobacterium tuberculosis ، هاي انجام شده مشخص طی بررسی. استتهیه شده

 گلوتامیک اسید و یک دو ( شامل سه اسیدآمینه GH16ي ناحیه جایگاه فعال خانوادهگردید که 

اند، همچنین دو دهاي در این خانواده تکرار شبه عنوان نواحی حفاظت شدهاست، که  )آسپارتیک اسید

اي وجود دارند که موجب اتصال بهتر سوبسترا و ي تریپتوفان نیز به صورت حفاظت شدهاسید آمینه

هاي کلسیم نیز همچنین گزارش شد که یون . )2011(بلیچر و همکاران، شوند انتقال حالت پایدار می

 .)2011و همکاران، کوتا ( باشندمی GH16ي  هاي خانوادهبه عنوان مهمترین عامل پایداري پروتئین

- می رول مانند ايکه شامل صفحات ژله استساندویچی  شبهاین آنزیم به صورت صفحات  تاخوردگی

و این  تشکیل شدهرشته  8و دیگري  7 از  یکی است که ي بتا تشکیل شدهاز دو صفحه و دباش

- 1(شکل ،)2011(ایلاري و همکاران، اند قرار گرفتهسو نسبت به یکدیگر به صورت غیر هم صفحات

 این که دارد نیاز) CBM(  کربوهیدرات به اتصال ماژول یک به ازگلوکان 3،1-بتا آنزیمی هیدرولیز .)5

 مینود دو داراي گلوکانازها 3،1-بتا. یابدمی اتصال سوبسترا سطح در کاتالیتیکی اجزاي به ماژول

 یک طریق از دمین دو این که ،گلوکان 3،1-بتا به اتصال مینود و کاتالیتیکی دمین اند،ساختمانی

 به اتصال دومین فاقد که گلوکانازهایی 3،1-بتا حال، این با. ابندیمی اتصال هم به پذیر انعطاف لینکر

بررسی کینتیکی نشان داد  وجود نواحی ،  )2004(زو و ویلسون،  دارند وجود هم اندگلوکان 3،1-بتا

N -  وC - گرددترمینال دومین در آنزیم منجر به افزایش میل سوبسترا  و کارایی کاتالیتیکی می 

حاکی بر ها هایی در مورد علت پایداري حرارتی این طبقه از آنزیمگزارش .)2014(چنگ و همکاران، 

هاي ، مقاومت به حرارت در بسیاري از گلیکوزیل هیدرولازها به علت تعداد نسبتا زیادي از پلآن است

- نمکی به صورت گروههاي اند، درمقابل، این پلباشد که به صورت تصادفی نیز توزیع نشدهنمکی می

هاي نمکی ولی به هر حال ي پلباشد، نه همه)کاتالیزوري میDomainي (ایی در صفحات بتا دامنهه

ي آبگریز بار موجود در هسته -ها براي پایداري حرارتی پروتئین مفیدند. وجود واکنش باراکثر آن
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شود. علاوه بر این یک سري می ي آبگریزموجب بی ثباتی ساختمان و تسهیل در نفوذ آب به ناحیه

- ي شکاف کاتالیزوري میي ناحیهي کناري موجب تحریک بخشی از اسیدهاي آمینهاسیدهاي آمینه

هاي پایدار حرارتی شود، اما در مورد آنزیمشود که مانع از فعال بودن جایگاه فعال در دماهاي بالا می

هاي بالا قابل دسترس باشند و در حرارتبالا می هاياین جایگاه فعال داراي انعطاف پذیري در حرارت

باشد، این اطلاعات باتوجه به کریستالوگرافی پرتو ساکاریدها میبراي اتصال و قادر به شناسایی پلی

  .)2011(بلیچر و همکاران،  ایکس گزارش شده است

 گلیکوزیل يخانواده گلوکانازهاي 3،1- بتا که دهدمی نشان گلوکانازها 3،1-اندوبتا در همولوژي بررسی

 همچنین و باشدمی)  CBM( کاتالیتیک مینود شامل که هستند ترمینال N ناحیه داراي هیدرولاز

 – IG( ایمونوگلوبولینی شبه دومین ترمینال، C ناحیه این که هستند ترمینال C يناحیه حاوي

LIKE (ناحیه ،شود می نامیده نیز) يig-like دارد، اما  گلوکانازها 3،1- بتا) نقش بسیار مهمی در

(چنگ  است هاي باکتریایی خیلی کم شناخته شدهگلوکاناز 3،1-بتافعالیت بیوشیمیایی این بخش در

 ZgLamCCBM6کریستالوگرافی  ). مطالعات6-1(شکل)، 2009، وسور و همکاران، 2013وهمکاران، 

بتا در  داراي دو شکاف جهت اتصال قندها دارند، آشکار است که فولد صفحات CBMنشان داده که 

   ).2016کاملا معمولی است (جم و همکاران،   CBMخانواده 
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 βي ناهمسوي از دو صفحه ،)Pyrococcus furiosus)pfLamAساختار کریستالوگرافی  لامیناریناز  .a .5- 1شکل
–β0( زنجیره 8) به رنگ نارنجی و β2–β5–β14–β7–β8–β9–β10( زنجیره 7که شامل  است،تشکیل شده 

β1–β4–β15–β6–β11–β12–β13گلوکانازها صفحات بتا بیشترین بخش  3،1-در بتاباشد. ) به رنگ سبز می

 گلوکاناز  3،1-. کریستالوگرافی بتاIlari, et al., 2009( b(، باشندي ساختار دوم میتشکیل دهنده

Mycobacterium tuberculosis ،باشند، بخش سبز صفحه ناهمسو میزرد رنگ به صورت دو  هايزنجیره

یون کلسیم نیز به عنوان  .دهدرا نشان می  αي قرمز رنگ نیز مارپیچ باشند، ناحیهمی Turnرنگ نیز شامل 

  .(Dong et al. 2015)ي فعالیت این آنزیم در شکل مشخص شده است عامل پایدار کننده
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  . اهداف و ضرورت تحقیق1-4

گیري و صنایع نساجی  گلوکاناز در صنایع مختلف تخمیر جهت مالت 3،1-اهمیت آنزیم بتاباتوجه به 

ها و کاربرد آن ي پساب کارخانهها، در تصفیهها و روشن کردن رنگ لباسجهت از بین بردن پرز لباس

توجه هاي قارچی (با در صنایع کشاورزي به عنوان عامل کنترل بیولوژیک و جلوگیري از رشد بیماري

 یگلوکان است)، با توجه به استفاده روز افزون از آنزیم 3،1-که بخش اعظم ترکیبات قارچی بتابه این

ي گرمادوست کوهنلا مقاوم و پایدار به حرارت در صنایع مختلف، هدف از این تحقیق استفاده از سویه

ا توجه به این که این آنزیم است که آنزیمی مقاوم به حرارت را به صورت نوترکیب بتواند بیان کند ، ب

در شرایط دمایی بالا کاربردهاي زیادي دارد، همچنین با توجه به کاربرد این آنزیم در حضور ترکیباتی 

  بخشترمینال هستند که  Nداراي ناحیه  GH16 يگلوکاناز خانواده 3،1-فی لامیناریناز. بتاکریستالوگرا 6-1 شکل

 ) نامیدهIG-LIKEایمونوگلوبولین (شبه ترمینال دومین  Cي و ناحیهجایگاه اتصال سوبسترا است کاتالیتیک دومین 

است و گلوکاناز بخش اعظمی را تشکیل داده 3،1-بتا βشود صفحات ، همانطور که مشاهده میشود هستندمی

(واسور و  از اتصال سوبسترا در جایگاه فعال آنزیم نیز قابل مشاهده است ، تصویرياست αکمترین بخش نیز مارپیچ 

 ).http://www.rcsb.org/pdb/results، ()2009همکاران، 
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ها از اهداف ما هاي آلی و شوینده، اتانول و تریتون، بررسی پایداري آنزیمی مقاوم به حلالSDS١مانند 

قارچی این آنزیم نیز یکی دیگر از اهداف تولید  باشد. از طرفی خصوصیات ضددراین تحقیق می

 باکتریایی منبع عنوان به ترموفیل بومی کوهنلا باکتري از این تحقیق درنوترکیب آنزیم مربوطه است. 

هایی با قابلیت ها، میکروارگانیسم که ترموفیلشد. از آنجایی استفاده گلوکاناز 3،1-بتا استخراج جهت

ها مقاومت قابل هاي تولیدي توسط این میکروارگانیسمدماهاي بالا هستند، آنزیمهایی با  بقا در محیط

هاي صنعتی هاي مناسبی جهت کاتالیز واکنشدهند و گزینهتوجهی در دماهاي بالا از خود نشان می

گلوکاناز تولیدي توسط این باکتري  3،1- رسند. آنزیم بتاهستند که غالبا در دماهاي بالا به انجام می

گیري در مراحل فرآیند جهت مالتتخمیري و تولید آبجو تواند به عنوان آنزیمی مناسب در صنایع می

، براي سازي ترکیباتو همینطور شفاف جو جهت از بین بردن بقایاي مواد بتاگلوکانیتخمیر و تهیه آب

. در فصل بعد وداستفاده شاز بین بردن مواد لزج و چسبناك موجود در فاضلاب و تصفیه آسانتر نیز 

  گلوکاناز  3،1-هاي انجام شده بر روي آنزیم بتامرور منابع در این پژوهش به منظور مروري بر فعالیت

  

  

  قرار خواهد گرفت. 

  

 

 

 

 

                                                             
1. Sodium Dodecyl Sulfate 
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سازي  اند، کلونینگ، بیان و خالصگلوکانازهاي نوترکیب به مقدار زیادي تولید شده 3،1- بتاتا کنون 

توسط رواتی ماسیلاتی  Ecoliدر میزبان بیانی    Bacillus.Subtlisگلوکاناز از  3،1-ي بتاژن کد کننده

ي در گزارشی مشابه نیز ژن کدکننده، )2013(مسیمالانی و همکاران، ) انجام شد  2013(و همکاران 

وزن مولکولی گلوکانازي با  3،1-کلون و بیان گردید و اندو بتا Bacillus.Subtlisگلوکاناز از  3،1-بتا

(مسیمالانی و همکاران، د گزارش ش 8بهینه  pH، گرادسانتیدرجه 60ي کیلودالتون، دماي بهینه 24

2013(.  

سازي این آنزیم و بررسی دارد، که خالص مختلفی منابع قارچی و باکتریاییگلوکاناز  3،1-بتاپروتئین 

ی قارچ  گلوکاناز 3،1-بتا ،استشده خصوصیات سینتیکی و بررسی پارامترهاي بیوشیمیایی آن بررسی

 fumigatus   ،Streptomyces، )2002(مونود و همکاران،   Aspergillus fumigatusشامل 

cavourensis  ،2012(یان و همکاران(  ،Aspergillus aculanteatus  ،لیونتی و همکاران)2007( ،

Trichoderma virnes  ،Trichoderma harzianum Rifai   ،2001(الانخی،( Fusarium 

oxysporum  ،باشندمی )،2012(یاسمین و همکاران.  

کردند. سازي خالصرا  Trichoderma harzianum گلوکاناز از قارچ 3،1- بتا  )2007( مارکو و فلیکس

گلوکاناز داراي وزن مولکولی  3،1-بتا .گزارش گردیدآن اثرات ضد قارچی و  خصوصیات بیوشیمیایی

، ثابت میکائیلیس منتن 5برابر با  pHگراد، و سانتیدرجه 50کیلودالتون و دماي بهینه برابر با  37

- (دي میکرومول در دقیقه گزارش گردید 3/0برابر با  Vmaxو  09/0 )mg/ml( گلوکاناز 3،1-براي بتا

 و همکارانشتی هوآفام گلوکانازهاي قارچی  3،1-در گزارشی مشابه از بتا)، 2007مارکو و فلیکس، 

 ندنشان داد  Aspergillus nigerگلوکاناز از قارچ  3،1-خصوصیات بیوشیمیایی بتابا مطالعه ، )2012(

بوده، دماي بهینه براي   U/mg (122/14(اش کیلودالتون، فعالیت ویژه 31که داراي وزن مولکولی 

در  )،2012(فام و همکاران،  باشدمی 5بهینه برابر با  pH گراد وسانتیدرجه 55فعالیتش برابر با 
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 Pyriculariaهاي از رشد قارچگلوکاناز پایدار به دماهاي بالا با فعالیت ضدقارچی  3،1-گزارشی بتا

grisea 2006(لیلوسوپاکول، کند جلوگیري می.(  

با وزن  )،1997( گوگئن و همکارانگلوکانازهاي باکتریایی گرمادوست اولین بار توسط  3،1-بتا

  (mg/ml)برابر با Kmداراي،  گزارش گردید که  Pyrococcus furiosusکیلودالتون از  31مولکولی 

، این آنزیم به شدت در برابر گرما مقاوم و باشدمی 6بهینه برابر با   pHو  100و دماي بهینه  8/2

ایزوله شده از  گلوکاناز 3،1- اندوبتا در پژوهشی دیگر، )1997(گوئگون و همکاران، است  پایدار بوده

Pyrococcus furiosus  گراد و ي سانتیدرجه 45کیلودالتون، دماي بهینه   40با وزن مولکولیpH  

هاي مشابه نیز چنگ ، در گزارش)2009(ایلاري و همکاران، گزارش شد  02/0برابر با  Kmو  5ي بهینه

- درجه 50ي کیلودالتون، دماي بهینه 70مولکولی گلوکانازي با وزن  3،1- اندوبتا) 2014و همکاران (

 Paenibacillus sp. S09از را  mg/ml( 9/0( و ثابت میکائیلیس 5/5بهینه برابر با  pHگراد، سانتی

 گلوکانازي با وزن 3،1-، اندوبتا)2011(کوتا و همکاران  ،)2014(چنگ و همکاران،  ایزوله نمودند

و ثابت  2/6بهینه برابر با  pHگراد، یي سانتدرجه 91ي هنیکیلودالتون، دماي به 45مولکولی 

 )2011(کوتا و همکاران،  جداسازي نمودند Thermotoga petrophilaرا از  2/3 )mg/ml(میکائیلیس

ي کیلودالتون، دماي بهینه 50گلوکانازي با وزن مولکولی  3،1-نیز اندوبتا )2015(چنگ و همکاران،  .

 Clostridiumرا از  mg/ml( 5/0( و ثابت میکائیلیس 5برابر با بهینه  pHگراد، با سانتیدرجه 65

thermocellum جداسازي و بررسی خصوصیات  .)2015(چنگ و همکاران،  شناسایی نمودند

(هونگ  ) انجام گردید2002ئو هونگ (توسط تانگ یا  Stereptomisezگلوکاناز از  3،1-بتابیوشیمیایی 

کیلودالتون،  49گلوکانازي با وزن مولکولی  3،1-بتااندو)، 2002(هانگ و چن  )،2002و همکاران، 

 mg/ml(9(و ثابت میکائیلیس منتن برابر با  5/5بهینه برابر با  pHگراد، سانتیدرجه 70ي دماي بهینه

 وانگ و همکاران. )2002(هونگ و همکاران،  گزارش کردند Streptomyces Sioyaensisاز  را

 pHگراد،سانتیدرجه 70کیلودالتون، دماي بهینه  42گلوکانازي با وزن مولکولی  3،1-، اندوبتا)2014(
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 Thermophilic Talaromyces رادر mg/ml( 4( و ثابت میکائیلس منتن برابر با 5/4برابر با 

emersonii 2014(وانگ و همکاران،  گزارش کردند(.  

گلوکانازهاي گرمادوست به منظور بررسی و چگونگی ایجاد پایداري  3،1-کریستالوگرافی بتامطالعات 

، )2011لوکاس بلیچر و همکاران (است، ها و بررسی خصوصیات ساختاري انجام شدهاین آنزیم

هاانجام دادند، گزارش  Rhodothermus marinusکریستالوگرافی لامیناریناز شدیدا گرمادوست را از 

باشد. همچنین ان داد که، این لامیناریناز داراي جایگاه فعال با دو گلوتامات و یک آسپاراتات مینش

 GH16ي  هاي خانوادههاي کلسیم نیز به عنوان مهمترین عامل پایداري پروتئینگزارش شد که یون

تعیین ساختار کریستالی لامیناریناز و نواحی کاتالیتیکی از   .)2011(کوتا و همکاران،  باشندمی

Thermotoga maritima  در ). 2011(جنگ و همکاران،  انجام شد)، 2011(توسط ون یی جنگ

از باکتري شدیدا   )GH16ي لامیناریناز (اندوگلوکاناز خانواده مشابه تعیین ساختار سومپژوهشی 

(ایلاري و همکاران،  انجام شد)   2008(لاري یتوسط اندرا  Pyrococcus furiosusگرمادوست، از 

2009.(  

گلوکاناز شدیدا گرمادوست را از  3،1-ترکیبات ساختاري بتا )2005سوتیروس کتسپولوس ( 

 با استفاده از دوررنگ نمایی دورانی گزارش نمودند Pyrococcus furiosusمیکروارگانیسم 

تغییرات  )2005(روبرتو چیولاروك وهمکاران در پژوهشی دیگر . )2005(کوتسوپولوس و همکاران، 

سط دوررنگ نمایی دورانی را بررسی گلوکاناز در حضور گوانیدین کلراید تو 3،1 - ساختار سوم بتا

گلوکاناز مقاوم به  3،1 -بتا سازي و تعیین خصوصیات ، خالص)2010( آماندا سنا و همکاران .ندنمود

- بهینه براي فعالیت اندوبتا  pHرا گزارش دادند،  Moniliophthora perniciosaگرما، تولید شده از 

 3،1-بتا)، 2011(بلاتل و همکاران   گراد بود.سانتیدرجه 40اش دماي بهینه و 5گلوکاناز برابر با  3،1

، جهت فیلتراسیون بهتر و از بین نیاز است جو گلوکاناز را با توجه به مصارفی که در صنایع تولید آب
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 Delftiaبردن بقایاي میکروبی ناشی از رشد مخمرها در طی فرآیند تولید آب جو و تخمیر، از 

tsuruhatensis Strain MV01 29گلوکانازي با وزن مولکولی 3،1-بتا وسازي نمودند، خالص 

با توجه به گزارش کردند،  4بهینه برابر با   pHگراد، ي سانتیدرجه 50کیلودالتون، دماي بهینه 

است، هاي فلزي تحقیقات زیادي در این مورد آنجام گردیدهگلوکانازها در حضور یون 3،1-فعالیت بتا

انجام شده نشان داد که آهن فعالیت آنزیم را کم کرده و  گلوکاناز3،1 -بتا آنزیمدر پژوهشی بر روي 

گلوکاناز  3،1-در تحقیقی دیگر بتا)، 2007مارکو و فلیکس، (ديت کلسیم فعالیت را افزایش داده اس

  ).2012(فام و همکاران،  در حضور یون نیکل فعالیتش کاهش یافته است

گلوکاناز را روي تمامی  3،1- گیري فعالیت بتاها به طور چشمجهش در هر کدام از این اسیدامینه

سین و یا گلوتامیک اسید و تبدیل آن به گلی دهد. براي مثال جهش بر رويها کاهش میمادهپیش

کاهش  گلوکان 3،1بتاتر از نیم درصد بر روي تمامی اشکال گلوکاناز را به کم 3،1- گلوتامین فعالیت بتا

گلوکاناز ایزوله شده از باسیلوس  3،1-بتادر مورد تحقیقی دیگر، در  )،2004(زو و همکاران،  دهدمی

) منجر GLU 150، اسیدآمینه گلوتامیک اسید (جایگاه فعالدر ناحیه  ش شد که با ایجاد جهشیرگزا

گلوکاناز  3،1-بتاي ، ژن کد کننده)1993(کیتل و هینمان،  گلوکاناز شد 3،1- به غیر فعال شدن بتا

 3،1-و تکثیر آن و تولید پروتئین بتا در اثر جهش در پرایمرها  Cochliobolus قارچاز ایزوله شده 

درصد فعالیتش نسبت به حالت فاقد جهش کاهش  98از خالص سازي مشخص شد که تا گلوکاناز بعد 

  ).1994(اسچافر و والتونل، است پیدا کرده
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  هاي شناسایی و جداسازي آنزیم بتاگلوکانازمیکروارگانیسممشخصات تعدادي از .1-2جدول 

 Km  منبع

)mg/ml(  
pHدماي بهینه  بهینه  

- سانتی(
  )گراد

  وزن مولکولی

KDa)(  

  بتاگلوکاناز نوع

Bgl  

  میکروارگانیسمنام 

)Ilari et al., 
2009(  02/0  5  45  40  Endo1,3 Pyrococcus furiosus 

(Cota et al., 
2011)  2/3  2/6  91  45  Endo1,3  Thermotoga petrophila  

)Gueguen 
Vos., 1997(  8/2  6  100  31  Endo1,3  Pyrococcus furiosus  

(Cheng et al., 
2013)  9/0  5/5  50  70  Endo1,3  Paenibacillus sp. S09  

(Chen et al., 
2015)  5/0  5  65  50  Endo 1,3-1,4 Clostridium thermocellum  

(Elnaghy., 
2001)  1/1  5  60  74  Endo1,3  Trichoderma harzianum 

Rifai  
(Yasmin., 

2012)  
__  __  ___  5/34  Endo1,3  

Fusarium oxysporum 
(Masilamani., 

2013)  
__  8  60  24  Endo 1,3-1,4 Bacillus subtilis 

) Wood & 
Irvin ., 1988(  3/0  6  50  __  Endo 1,3-1,4 Bacteroides succinogenes 

) Huang & 
Meng., 2002(  9  5/5  70  49  Endo1,3 Streptomyces 

Sioyaensis 

(Otaka & 
Goto., 2004)  12/0  5/6  50    32  Endo1,3 Arthrobacter sp 

(Wang et al., 
2014)  4  5/4  70  42  Endo 1,3-1,4  ThermophilicTalaromyces 

emersonii 
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		مواد مورد استفاده در این پژوهش. 3-1

×Master Mix 10  (آمریکا) دهندي محدود الاثر،هاي برشخریداري شد، آنزیم از شرکت ویراژنSal І 

،  Nde І نشانگر اندازه DNA  )1Kbنشانگر پروتئینی، آنزیم ،(  DNA Ligase)5 Unit  (T4 بافر  ،

)×2(T4 ،IPTG  از شرکتfermentase)Burlington, Canada(   خریداري شد، کیتHigh pure 

PCR Product Purification  سازي محصول جهت خالصPCR   سازي قطعات  و نیز خالصDNA  

  GeneAll)، کیت استخراج پلاسمید کره جنوبی، سئول( GeneAllاز روي ژل آگارز از شرکت 

بیوتیک کانامایسین، آنتی ،Dinitrosalicylic acid-5 ,3 )،  نیز خریداري گردید. کره جنوبی،(سئول

از شرکت  Barley ، ٥، پولولان٤، پوستالان٣، زایلان٢، نشاسته١CMCکلرامفنیکل، آگارز، لامینارین، 

sigma (Steinheim,, USA) ،ي مخمر، عصاره ، خریداري شد. تریپتونNaCl ،آگار ،FeCl2 ،MgCl2 ،

CuCl2 ،KCl،  CoCl2 ،MnCl2 ،ZnCl2 ،بتامرکاپتواتانول ،SDS ،Tween ،Triton×100 ،Ethanol ،

Methanol آکریل آمید،، رزین نیکل سفارز، ٦درصد مطلق، ایمیدازول 96، سرنگ هامیلتون ، الکل 

  ) تهیه شد. Merck )Darmstadt, Germanyاز شرکت  ٨TEMEDو  ٧ APSبیس اکریل آمید،

  هاروش.	3-2

	گلوکاناز با پرایمرهاي اختصاصی 3،1-ژن بتا سازيخالص. تکثیر و 3-2-1

پلی  )  توسط آنزیم تکl /ng40( ژنومی کوهنلا DNA استفاده از گلوکاناز با  3،1-تکثیر ژن بتا 

در یک    pmol20(Forward, Reverse، توسط آغازگرهاي ( PCRمخلوط  واکنش انجام گردید. مراز، 

هم  µl10  ،µl 1 به حجم ×Master Mix 10  محلول   انکوبه شد،استریل و روي یخ  2/0میکروتیوب 

                                                             
1. CarboxyMethyl Cellulose 
2. Starch 
3. Xylan 
4. Pustalan  
5. Pullulan 
6. Imidazole 
7. Ammonium Persulfate 
8. Tetramethylethylenediamine 
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سپس با اضافه  ، DNAي هم نمونه µl 1 ) وpmol 20با غلظت (  Forward, Reverseپرایمرهاي 

ي با برنامه در دستگاه ترموسایکلر  PCR. واکنششد رسانده µl20 به حجمواکنش کردن آب دیونیزه 

ثانیه  60سیکل به صورت  30سازي اولیه، و گراد جهت واسرشت سانتی يدرجه 94دقیقه در دماي  5

- سانتی يدرجه 72ثانیه در دماي   90گراد جهت اتصال پرایمرها و سانتی يدرجه 57 اي در دماي

گراد نهایی جهت تکثیر نهایی سانتی يدرجه 72دقیقه دماي 5 آیند تکثیر تکرار گردیدگراد جهت فر

به   PCRمحصول حاصل از  درجه سانتی گراد سرد گردید. 4ریزي شد و در نهایت در دماي برنامه

اتیدیوم بروماید رنگ استفاده از  با % بررسی گردید و 1روي ژل آگارز الکتروفورز بر  µl 100حجم

مطابق   High Pure PCR Product Purificationباند اختصاصی از ژل با استفاده از کیت آمیزي شد، 

سنجش میزان غلظت  به منظور تخلیص شد و براي انجام کلونینگ آماده گردید. با توصیه سازنده،

DNA لیص شده،تخ  µl2  هاي الکتروفورز گردید و بقیه به منظور آنالیز 1%از آن بر روي ژل آگارز

  .قرار داده شد -C  20بعدي در دماي

     ،M  05/0 EDTA اسید بوریک و M  09/0 حاوي M 05/0(بافر تریس( TBE 1×در 1%) w/v(آگارز 

8 = pH جهت تعیین کیفیت  .تهیه شدDNA  شده  هضمتکثیرشده و براي مشاهده کیفیت پلاسمید

)Nde ɪ, Sal ɪ ( ،و نیز تأیید مراحل مختلف همسانه سازيDNA  ١بافر بارگذارياستفاده از با تکثیري 

×6 )(w/v) 125/0% ل بلووبروموفن، )(w/v 25/0% لگزیلن سیانو) ،(w/v 01628/0%SDS ) ،(w/v 

) مخلوط شد و در چاهک  mM 100EDTA، 8 = pH ) و w/v(75/0، گلیسرول  400فایکول  20%

دقیقه الکتروفورز گردید. ژل به مدت  45به مدت  95تخلیه شد و در ولتاژ  TBE% در بافر 1ژل آگارز 

دقیقه در ظرف حاوي اتیدیوم بروماید یک درصد رنگ آمیزي و سپس با آب مقطر شستشو داده  10

  عکسبرداري انجام گردید.شد و در زیر نور ماوراء بنفش مشاهده و 

                                                             
1. Loading Buffer 
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 Sal Іو Nde I( هاي برشیبا استفاده از آنزیم   pET26bو ناقل  PCRهضم محصول  .3-2-2

( 

و سپس  شدتکثیر   )E. coli )DH5αباکتري مستعد  استفاده از انتقال داخل با   pET26bناقل 

تخلیص پلاسمید با استفاده از کیت استخراج پلاسمید  جهت انجام هضم آنزیمی  انجام شد. مخلوط 

پلاسمید  استریل آماده گردید.  ml  5/0درون میکروتیوب  µl 20آنزیمی شامل واکنش هضم 

pET26b   به حجمµl  6 ، µl 2  بافرOrange   ،µl 1  آنزیم Nde I )10 U/µl(، 1 µl آنزیم  Sal І )10 

U/µl( ي سانتیدرجه 37ه شد  و سپس در دماي رسانید 20، را با اضافه کردن آب دیونیزه به حجم -

و تفکیک % 1محصول وکتور هضم شده را روي ژل آگارز گرفت. ساعت در انکوباتور  16گراد به مدت 

با هضم آنزیمی  محصول ،پس از بررسی باند مورد نظر جهت از بین رفتن قطعه ي اضافی از روي ژل

 .انجام شد نیزاین فرآیند در مورد ژن هضم شده توسط دو آنزیم  .شداستفاده از کیت تخلیص  خالص 

  . الحاق 3-2-3

از وکتور به ژن استفاده  3به  1بت س) تخلیص شده به نpET26bگلوکاناز و وکتور ( 3،1-ژن بتا نمونه

) /µl ng( با غلظتگلوکاناز 3،1بتا  ژن µl 6 همراه به  پلاسمیداز  5/78) /µl ng( با غلظت µl 3 شد.

30/9 ،µl 2 10×( بافر) T4 DNA      Ligase   آنزیم 1/0وT4 )10 U/μl و با آب دیونیزه واکنش به (

ساعت انکوبه  16به مدت  ماريگراد در بني سانتیدرجه 16. واکنش در دماي رسید µl20حجم 

  گردید.

 مستعد کردن باکتري   3-2-4

 سازي و بیان پروتئین، مطابقبه ترتیب به منظور همسانه  BL21(DE3)و  E.coli DH5αهاي باکتري

   .روش زیر مستعد شدند
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  gr  1،gr، تریپتونgr 5/0 ي مخمرعصاره( ١ LBکشت محیط ml10  یک کلونی از باکتري در 

1Nacl(  در یک فالکون)ي درجه 37در  ساعت 24میلی لیتري) کشت داده و به مدت یک  50

میلی  500(در ارلن  LBمحیط کشت  ml 100 از کشت تازه در mlیک  گراد گرماگذاري شد.سانتی

میلی  50چهار فالکون  ، محیط حاوي باکتري درOD600 = 0.5 رسیدن به  بعد از تري) تلقیح شد،لی

 ˣg 5000دقیقه در 15ریخته شد) و به مدت  محیط کشت در هر فالکون ml  25(تقسیم شد. لیتري 

 Cacl₂ 100از  ml  25رسوب حاصل با اضافه کردن شد.سانتریفوژ  گرادي سانتیدرجه 4و دماي

دقیقه روي یخ  20به مدت  ارد مخلوط گردیدمولار  به هر کدام از فالکون ها و پیپت کردن آرام ومیلی

رسوب  سانتریفوژ شد و مایع رویی حذف شد. ˣg 5000دقیقه در 15شد. سپس به مدت  دارينگه

و سپس  وارد مخلوط نسبتا هموژن گردیدمولار) میلی ml 5  ، CaCl₂ )50ن حاصل با اضافه کرد

رسید و  ml25  فالکون تبدیل شد و در نهایت حجم هر کدام از فالکون ها به 2فالکون به  4محتویات 

سانتریفوژ انجام شد و مایع  ˣg5000دقیقه در  15دقیقه روي یخ قرار داده شد، سپس به مدت  30

و  ، حل شددرصد اتوکلاو شده 15حاوي گلیسرول  ml5/1 CaCl₂  رسوب حاصل در ،شد رویی حذف

 درجه -70 از آن ریخته شد و در دماي   μl 100 میلی لیتري استریل ، 5/1هاي در میکروتیوب

  ها انجام شد.مانی، آلودگی و مستعد شدن بر روي نمونههاي زندهگراد قرار داده شد، تستسانتی

محصول اتصال سازيهمسانه .3-2-5
2
با استفاده از روش  DH5αدرون باکتري مستعد  

 شوك حرارتی

با  Russellو  Sambrook، مطابق با دستورالعمل موجود در کتاب الحاقتراریخته کردن محصول 

 µlبه ) ng/ml10به غلظت ( µl 10اندکی تغییر طبق روش زیر انجام شد. از محصول اتصال به میزان 

دقیقه روي یخ قرار داده شد. به میکروتیوب کنترل مثبت  30هاي مستعد اضافه شد و از سلول 100

                                                             
1. Luria-Bertani 
1. Ligation  
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اضافه  DNAنیز پلاسمید غیر نوترکیب افزوده شد و به میکروتیوب کنترل منفی هیچ نوع مولکول 

گراد در بن ماري گرماگذاري شد، ي سانتیدرجه 42ثانیه در دماي  90نگردید. سلول ها به مدت 

- به سلول LBاز محیط کشت ml یک الی پنج دقیقه روي یخ قرار گرفت،  سپس بلافاصله به مدت سه

پس  گراد گرماگذاري انجام شدي سانتیدرجه 37ها اضافه شد و به مدت یک ساعت در دماي 

 µlسانتریفیوژ شد، سپس  ˣg 7000ل و محیط کشت به مدت سه دقیقه در ازگرماگذاري، ترکیب سلو

باقی مانده به همراه رسوب پیپتاژ شده، بر روي محیط  µl 150از مایع رویی دور ریخته شده و  850

در ساعت  16بیوتیک منتقل و بعد از پخش بر روي پلیت به مدت آگار حاوي آنتی LBکشت جامد 

مثبت نیز  و کنترلکنترل منفی جهت اطمینان از صحت کار از   درجه گرماگذاري شد. 37دماي 

مستعد شده، بدون انتقال هیچ حاملی، روي  E.coli DH5αاز باکتري  µl10 یاستفاده شد، کنترل منف

حامل  µl 10  کنترل مثبت و مایسین به صورت چمنی کشت داده شدآگار حاوي کانا LBپلیت 

pET-26B(+) به روش شوك حرارتی، به ،µl50  باکتريE.coli DH5α  .مستعد شده، منتقل شد

 آگار حاوي کانامایسین به صورت چمنی کشت داده شد. LBنمونه باکتري روي پلیت 

- ي کلون شده جهت تعیین کلونیهاي اختلاف حرکت پلاسمید، هضم آنزیمی و تکثیر قطعهاز روش

 نهایت جهت تایید نهایی توالی پروتئین نوترکیب تعیین توالی گردید. در هاي نوترکیب استفاده شد.

با استفاده از پرایمرهاي  µg50  و غلظت µl 50 ي مورد نظر به حجمپلاسمید نوترکیب حاوي قطعه

مالزي که فرآیند توالی یابی را توسط شرکت که  T7      promoter,T7 terminatore( جهانی وکتور

پس از دریافت نتیجه تعیین  شد.به شرکت روبین طب فرستاده گردیده است.) دهد تهیهجام مینا

توالی ها به صورت منظم چیده شد، توالی )  13/2 نسخه( Chromas  توالی با استفاده از نرم افزار 

جهت اطمینان از وجود قطعه ي   NCBIدر پایگاه اینترنتی  BLAST پایگاه مورد نظر  با استفاده از 

  .، مورد بررسی قرار گرفتلوکانازبتاگ



  

����ی�ی ��و�یات �ر�ی
  |۳۳|  �نا�یان �ما� -Cohnella.A01 �و�ی با��ری  از �ده ا�و�  گ�وکا�ز �تا آ��م 

 

 

 Escherichia coliبه میزبان بیانی مستعد bgl-pET-26bانتقال حامل . 3-2-6

Rosetta(DE3)   

 E.coli Rosetta(DE3)باکتري  µl 100، به روش شوك حرارتی، به  pET-26B-حامل  µl 3 مقدار

آگار حاوي کانامایسین و کلرامفنیکل  LBبراي کشت باکتري از پلیت  مستعد شده، منتقل شد.

قرار  گرادي سانتیدرجه 30ي ساعت) در انکوباتور با دما 16استفاده شد. پلیت به صورت شبانه (

  گرفت.

استفاده از  فرایند بیان بتاگلوکاناز و بررسی آن با  .3-2-7
1SDS-PAGE   

بیان 3-2-7-1
2
 گلوکاناز 3،1-ژن بتا 

مایع  LBمحیط کشت  ml 5 ، درpET-26bداراي حامل   E.coli Rosetta(DE3)یک کلنی از باکتري 

 30استریل، حاوي کانامایسین و کلرامفنیکل، کشت داده شد و به صورت شبانه در انکوباتور با دماي 

 تکان داده شد. rpm 180گراد ي سانتیدرجه

و  )ml  / mg30(محیط کشت جدید حاوي کانامایسین  ml50  ، به ml 5 محیط حاوي باکتري

 600در طول موج  6/0الی  4/0اضافه گردید و تا رسیدن به کدورت ) ml  / mg34(کلرامفنیکل 

  قرار گرفت.  rpm 180گراد و شیک سانتیدرجه 30نانومتر، در انکوباتور با دماي 

دقیقه)، تا به  5به مدت  ˣg6000 با از کشت باکتري رسوب داده شد (سانتریفیوژ  ml 2 قبل از القاء

مولار، به میلی 1با غلظت نهایی  IPTGسپس،  مورد استفاده قرار گیرد. محیط کشت القا شدهعنوان 

قرار  rpm 150و شیک  گرادسانتیدرجه 30محیط اضافه شد و به صورت شبانه در انکوباتور با دماي 

 SDS-PAGEساعت پس از القاي بیان، نمونه پروتئینی تهیه، و از آن  4و  2از کشت باکتري،  گرفت.

                                                             
1. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gel Electrophoresis 
2. Expression  
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 4% ( ×loading buffer 2)از   lμ 30ها، مقدارنمونه به منظور واسرشت سازي پروتئین گذاشته شد.

SDS  ،2/0گلیسرول و مرکاپتواتانول20لو، % برومو فنل ب % )mM200(   بعد به هریک رسوب ها ي)

و  شدالقا اضافه  به رسوب هاي بعد µl50  قبل از القا ورسوب شد)  از اتمام بیان پروتئین اقدام به تهیه

دقیقه جوشانده  10سپس به خوبی ورتکس شدند تا سوسپانسیونی به دست آید. نمونه ها به مدت 

در مرحله ي بعد  ي باکتري ها شده و محتویات آن آزاده شدند. موجب شکسته شدن دیواره .شدند

  گردید. بررسی) µl )30-15ع رویی به مقدار و مای کردهسانتیریفیوژ   نمونه ها را

  بیان تائید جهت SDS-PAGE ژل تهیه.  3-2-7-2

% و دستمال 70  (v/v)هاي مربوط به آن با الکلجهت آماده کردن قالب مخصوص ژل، ابتدا شیشه

ها بین دو شیشه قرار گرفت و دو شیشه spacerها، کاغذي کاملاً تمیز شد. پس از خشک شدن شیشه

ي بین به کمک چند گیره کاملا بهم متصل شدند. همچنین در هنگام ریختن ژل، جهت بستن فاصله

استفاده شد. سپس  1% (w/v)کند، از آگارز ) که از ریختن ژل به بیرون جلوگیري میsealدو شیشه (

ها نیز شدن، مقداري آب مقطر در فضاي بین دو قاب ریخته شد و در زیر قاب sealبراي اطمینان از 

نبودن مشخص گردد. پس از  sealدستمال کاغذي خشک گذاشته شد تا خیس شدن دستمال و 

 Tris-base )Mشامل   Resolving Gel )ml 5/4Resolving bufferاطمینان از این موضوع، ابتدا 

بیس  w/v (3/1%و ( آکریل آمید 30%) w/v( Stockمحلول  4/0%SDS ،ml  85/5) w/v) و (5/1

  mlو  w/v (10% TEMEDاز محلول w/v( 10% APS ،l  50 )از محلول ( l  50آکریل آمید،

آب دیونیزه) را ریخته شد و سپس با استفاده از سمپلر، آب مقطر افزوده گردید تا از ورود هوا به  65/7

دقیقه ژل  15الی  10درون ژل جلوگیري شود و همچنین سطح ژل کاملاً صاف گردد. ظرف مدت 

 بسته شد و از طریق وارونه کردن قاب، آب دور ریخته شد.
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Stacking Gel )ml 25/1 Stacking buffer شامل Tris-base )M 5/0) و (w/v( 4/0% SDS،ml  

) w/vاز محلول ( l  50بیس آکریل آمید، 3/1%) w/vو ( آکریل آمید 30% )Stock )w/vمحلول  8/0

10% APS ،l  75  از محلولw/v 10% TEMED وml  9/2  آب دیونیزه) ریخته شد و بلافاصله شانه

در آن قرار داده شد. در هنگام بیرون کشیدن شانه از ژل، این عمل را به آرامی انجام شد تا حباب 

تهیه  توجه به اندازه پروتئین نو ترکیب، با%) Resolving Gel )10   تشکیل نشود. در این تحقیق، 

 Resolving Gel ،TEMEDو  Stacking Gel%) تهیه شد. در هنگام تهیه Stacking Gel)5 و  شد

 منظور به  (آمونیوم پر سولفات) اضافه شد. APS(تترا متیل اتیلن دي آمید) آخر از همه و قبل از آن 

 Sample  بافر نمونه ( l  100درهاي پروتئینی هر کدام رسوب موجود، پروتئین سازي واسرشت

buffer حاويml 5  ،گرم  1گلیسرولSDS ،ml 5/0 ،برومو فنل بلو ml1 2-  ،مرکاپتواتانولml10 بافر

 دقیقه جوشانده شدند 10و به مدت شد مخلوط رسانده شد)  ml200 ژل بالا، با آب مقطر به حجم 

 به ها نمونه سانتریفیوژ .هاي باکتري و آزاد شدن محتویات سلول باکتري)(جهت شکسته شدن سلول

 ( Tris-baseژل در بافر تانک (الکتروفورز گرفت.  صورت g 12000×  شتاب با دقیقه 1 مدت

M024/0 ،(w/v 1/0% SDS  وGlysine ) M19/0 (( ساعت  5/2تقریبی ولت، به مدت  100با ولتاژ

- با زدن آب مقطر بین دو شیشه و جدا کردن شیشهو  شد ساعت جریان قطع5/2بعد از  .انجام گرفت

آمیزي ژل توسط محلول رنگ درون ظرف رنگ آمیزي قرار داده شد. می خارج گردید وبه آراژل  ها،

اسید استیک و  v/v( 10%متانول، w/v(1/0% Comassie Blue R-250) ،v/v( 50% )(( کوماسی بلو

)v/v(40%  (دقیقه رنگ آمیزي شد و در نهایت توسط محلول رنگ بر 30به مدت آب مقطر 

))v/v(40% ) ،متانولv/v(10% ) اسید استیک وv/v( 50% (بري رنگ از شد. بعدزدایی ، رنگآب مقطر 

 .شدند ظاهر پروتئینی باندهاي ژل، کامل
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 1. لیز باکتري با دستگاه اولتراسونیک3-2-7-3

در  ˣg8000دقیقه با  20از محیط کشت حاوي باکتري به مدت  ml50  پس از آماده شدن نمونه بیان،

 ml5  گراد سانتریفیوژ شد. پس از دور ریختن محلول رویی، رسوب باکتري دري سانتیدرجه 4دماي 

، مولارمیلی 10مولار، ایمیدازول میلی NaCl 100مولار، میلی 50با غلظت  NaH2PO4بافر لیزکننده (

  دقیقه درون یخ قرار گرفت.  45) حل شد و به مدت = pH 8درصد و  05/0 ، 20توئین

پالس در دقیقه، در چهار چرخه زمانی، هر کدام شامل  5/0درصد و  70 سپس سونیکاسیون با قدرت

هاي باکتري از طریق نیروي دقیقه استراحت، درون یخ انجام شد و سلول 1ثانیه سونیکاسیون و  45

در  gˣ 8000دقیقه با  20دست آمده، بلافاصله به مدت محلول به امواج مافوق صوت شکسته شدند.

گراد سانتریفیوژ شد و محلول رویی به منظور انجام مراحل بعدي، شامل خالص ي سانتیدرجه 4دماي 

محلول رویی و رسوب  داري شد.گراد نگهي سانتیدرجه 4سازي و سنجش فعالیت پروتئین، در دماي 

  بررسی شد.  SDS PAGEبا استفاده از تکنیک حاصل از سونیکاسیون 

  تخلیص پروتئین  .3-2-7-4

هاي نوترکیب داراي دنباله سازي پروتئینسفارز با هدف تسهیل خالص-کروماتوگرافی نیکلستون 

گراد صورت گرفت. ابتدا سانتیدرجه 4دماي تمام مراحل تخلیص در استفاده شد. هسیتیدنی پلی

آماده شد، دو بار با آب مقطر(به حجم کل ستون) شستشو  ml  1ستون کروماتوگرافی نیکل به حجم

 mM(کلرید سدیم )، NaH2PO4 )mM 50داده شد و براي به تعادل رساندن ستون از بافر اتصال(

 ml  1بار در حجم 3) استفاده شد و ستون mM 10 ،(05/0 %Tween 20 ،8  =pH)، ایمیدازول (500

از ستون، محلول شفاف حاصل از مرحله قبل(سوپ پروتئینی) بعد از خروج بافر اول  شستشو داده شد.

آوري شد.  ) در یک ظرف جمعflowبار از ستون رد شد و محلول خروجی آن( 3به ستون تزریق شد و 

                                                             
1. Sonication  
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هاي نوترکیب به ستون  تکرار تزریق و افزایش زمان در این مرحله باعث برقراري اتصال بهتر پروتئین

 mM(کلرید سدیم )، NaH2PO4 )mM 50بافر شستشو ( ml  5با تزریق هاي میزبان شود. پروتئینمی

) به ستون از رزین شسته شد و محلول Tween 20 ،8  =pH% 0/ 05) و mM 20)، ایمیدازول (500

بافر  ml  5). پس از خروج بافر شستشو ، دوبارهwash 1آوري شد( خروجی آن در یک ظرف مجزا جمع

براي  ).wash 2آوري شد( شستشو به ستون اضافه شد و محلول خروجی آن در یک فالکون دیگر جمع

بافر شستشو به ستون اضافه شد و محلول خروجی آن در یک فالکون دیگر  ml  5بار سوم نیز

رج ). با رسیدن سطح بالایی بافر قبلی به یک چهارم انتهایی ستون، بافر خاwash 3آوري شد( جمع

) و mM 250)، ایمیدازول (mM 500(کلرید سدیم )، Elution Buffer )NaH2PO4 )mM 50 کننده 

05/0 %Tween 8  =pH(  در حجمml 5 هاي نوترکیب در این مرحله در  به ستون تزریق شد. پروتئین

شدند و ها جدا شدند و با جریان بافري به خارج هدایت رقابت با غلظت بالاي ایمیدازول از رزین

از  ml  5در نهایت ستون با آوري شد. میکروتیوب جمع 10در  µl 500  محلول خروجی در حجم

 µl 80 مقدار نگهداري شد.  گرادسانتی درجه 4% در دماي 20بافراتصال شستشو داده شده و در الکل 

هاي خروجی ستون ، محلول قبل از تخلیص و قبل از بیان(به عنوان  شاهد) برداشته شد تا  از محلول

  ژل الکتروفورز بررسی شوند. SDS-PAGEپس از تیمار با سمپل بافر توسط 

  دیالیز آنزیم  .3-2-7-5

 محلول  ml  200و سپس منتقلکیسه دیالیز خشک را با دقت به یک بشر یک لیتري  

mM100NaHCO3  وmM10 EDTA 7 که  pH =به مدت تنظیم شده است، به آن اضافه نمودیم ،

سه بار عمل شستشو انجام شد و محلول درون بشر با آب مقطر تعویض دقیقه جوشانده شد و  10-5

ها جلوگیري به عمل شد. هنگام کار با کیسه دیالیز از دستکش استفاده شد تا از آلودگی با پروتئاز

انتهاي کیسه با گره زدن به خوبی مسدود شد، به طوریکه هیچگونه نشتی نداشت. عصاره سلولی  .بیاید
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مورد نظر به درون کیسه دیالیز ریخته شد و سر کیسه مسدود شد. کیسه دیالیز پر شد و در بافر 

پژوهش دیالیز غوطه ور گردید. از ارلن یا بشر به عنوان ظرف حاوي بافر دیالیز استفاده شد. در این 

براي  .به عنوان بافر دیالیز استفاده شد )NaH2PO4  )mM 20 ،()5/7  =pHیک لیتر بافر فسفات 

 )1975استفاده شد (بردفورد،  )1975تعیین غلظت پروتئین از بردفورد (

	  ي محلول بردفوردطرز تهیه. 3-2-8

اسید  ml 100% به آن 96اتانول   ml 50در  G250 از پودر کوماسی بلو mg 100از حل کردن پس 

اضافه گردید و حجم محلول حاصل به یک  لیتر رسید و با کاغذ صافی صاف  % W/V (85فسفریک(

از سرم آلبومین به عنوان  0وmg/ml( 0،10،20،30،40( هايبراي رسم منحنی استاندارد، غلظتشد. 

از محلول پروتئینی  µl 50 چنینمعرف برادفورد اضافه شد. هم ml 5/2هاي استاندارد تهیه و غلظت

نانومتر، توسط  595ها در طول موج دقیقه جذب نمونه 10معرف برادفورد حل شد. پس از  ml 5/2 در

، منحنی استاندارد غلظت پروتئین EXcellافزار اسپکتروفتومتر خوانده شد. سپس، با استفاده از نرم

BSA  برحسب)mg/ml( .در مقابل جذب رسم گردید  

  

  گلوکاناز 3،1-. بررسی فعالیت آنزیم بتا3-2-9

) به صورت تصادفی پیوندهاي گلیکوزیدي را در نواحی نامنظم و قابل حل EC3.2.1.4(  اندوگلوکانازها

کنند. این عملکرد منجر به کاهش سریع کنند و انتهاهاي جدید تولید میداخلی سلولز هیدرولیز می

فعالیت اندوگلوکانازها از طریق کاهش  گردد.مر و افزایش تدریجی غلظت قندهاي احیایی میپلیطول 

به این صورت که  گردد.گیري میماده و یا از طریق افزایش انتهاهاي احیایی اندازهچگالی سطحی پیش

در طول   DNSو پیوند برقرار کرده  DNSبا  (محصول حاصل از واکنش آنزیمی) قندهاانتهاي احیایی 
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مقدار قندهاي احیایی را  ٢DNSو ١BCA چونهایی همبا روشنانومتر جذب دارد بنابراین  540موج 

لامینارین، الیگوساکاریدهاي محلول از جمله  ،)1959(دنتز و همکاران،  دست آوردبهتوان می

سنجش فعالیت جا براي تواند باشد. در اینها میها براي سنجش فعالیت این آنزیمماده پیش

 µl) شامل µl 12استفاده شد. مخلوط واکنش آنزیمی ( ٣ي تجاري لامینارینمادهاندوگلوکاناز از پیش

باشد. از مخلوط ) میpH=  7( محلول یک درصد لامینارین در بافر پتاسیم فسفات  مادهپیش 12

تولید شده در عدم حضور آنزیم واکنش بدون آنزیم، به عنوان کنترل، براي ارزیابی میزان قند احیایی 

دقیقه، به  30پس از گذشت  گراد قرار گرفتند.ي سانتیدرجه 60ها در دماي استفاده شد. همه نمونه

ها اضافه و به مدت ده به نمونه DNS) محلول µl 24( توقف واکنش، مقدار برابر حجم واکنشمنظور 

  ومتر قرائت و ثبت شد. نان 540ها در طول موج دقیقه جوشانده شد. جذب نمونه

  . منحنی استاندارد3-2-9-1

دست آوردن میزان فعالیت آنزیم بر حسب میکرومول بر دقیقه، از منحنی استاندارد گلوکز ظور بهنمهب

، 6/0، 4/0، 2/0پنج رقت () در mg/ml 1هاي متفاوتی از محلول گلوکز (تکار رقاستفاده شد. براي این

اضافه شد و پس از ده  DNSآماده گردید. سپس به مقدار برابر حجم واکنش به آن  ،mg/ml )1و  8/0

 Unitنانومتر خوانده شد و نمودار رسم گردید.  540ها در دقیقه جوشاندن و سرد شدن، جذب نمونه

از حجم  ml 1در  برابر است با مقداري از آنزیم که یک میکرومول از قندهاي احیایی را در هر دقیقه

  کند. آزاد می واکنش

به  منظور به دست آوردن فعالیت آنزیمی بر حسب واحد آنزیمی منحنی استاندارد رسم گردید، 

منحنی استاندارد را براساس غلظت هاي متفاوتی از گلوکز رسم گردید و به غلظت هاي مختلف معرف 

                                                             
1. 2,2- bicinchroninate 
2. Dinitrosalicyclic Acid 
3. Laminarin  
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DNS  540آن در طول موج  دقیقه جوشانده شد  و سپس جذب 10اضافه  کردید و به مدت nm  

  خوانده شد و با استفاده از فرمول زیر واحد آنزیمی محاسبه گردید:

Unit = μmol Glucose released / time (unit) 

 )T(1/2)ي نیمه عمر آنزیم(ي محاسبه. نحوه3-2-10

ي درجه 50کوهنلا آنزیم در دماي باکتري براي محاسبه نیمه عمر آنزیم بتاگلوکاناز ایزوله شده از 

برداري نمونه ساعت) 4ساعت، 2، ساعت 5/1هاي مختلف (بعد از ، در زمان(دماي بهینه)گراد سانتی

آورده که به دست  فعالیت و از درصدآنزیم سنجیده شد  فعالیتگیري، و بعد از هر بار نمونه  گردید

نیمه عمر به صورت خطی رسم گردیده شد. با استفاده از شیب خط  و منحنی گرفته لگاریتم ،شده

)Ki شدمحاسبه است باتوجه به فرمول که ارائه شده) مقدار نیمه عمر . 

T ½ = - Ln2/Ki 

-ln 2 =0.693 

Ki = هاي مختلفرسم شده در زمان  شیب خط منحنی 

 

  نوترکیبگلوکاناز  3،1-هاي بیوشیمیایی آنزیم بتا. تعیین ویژگی3-2-11

	ي فعالیت آنزیم بر سوبستراهاي مختلف. مطالعه3-2-11-1

 

 6،1-4،1-اف(آل فعالیت بتاگلوکانازي آنزیم خالص شده روي سوبستراهاي مختلف شامل نشاسته

)، کاه (مقداري کاه به همراه گلوکان 6،1 -3،1- گلوکان)، پوستالان (بتا 3،1- )، لامینارین (بتاگلوکز

-(بتا کربوکسی متیل سلولز)، گلوکان 4،1-زایلان (بتا ،)4،1- الفا( ، کیتینبهینه)، پلولان  pHبافري با 

بررسی شد. فعالیت سلولازي آنزیم با استفاده ار روش استاندارد تعیین شد. ابتدا مخلوط   )گلوکز 4،1
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 µl 12را، از هر سوبست µl 12 تهیه شد. سپس به pH=  5یک درصد از هر سوبسترا در بافر فسفات با 

  ها در شرایط مطلوب فعالیت آنزیم قرار گرفتند. آنزیم خالص اضافه شد و نمونه

    ي کیتین کلوئیديطرز تهیه.-3-2-11-1-2

- درجه 4این محلول در اضافه شد  و  HCl غلیظاسید   ml150گرم) به آرامی به  5(  تینیپودر ک

درصد سرد  95لیتر اتانول  2ساعت به شدت هم زده شد، مخلوط حاصل به  24مدت  به  گرادسانتی

شبانه روزي و صورت گراد به ي سانتیدرجه 25داري در نگهخنک اضافه شد و به سرعت هم زده شد، 

 4دقیقه نیز در دماي  2به مدت  g ˣ 7000سانتریفیوژ با دور بود، در نهایت نیز در حال به هم زدن 

- طوريبه رسوب اضافه شد بهآب دو بار تقطیر شد و رسوب حاصله جدا شد، گراد انجام سانتی يدرجه

شوي مجدد انجام گردد) وخنثی باید آب اضافه گردد و شست  pH(تا رسیدن به برسد،  pH = 7به که 

  شد.داري گراد نگهسانتیدرجه 4 دماي درو محلول 

  تعیین پارامترها کینتیکی   3-2-11-2

هاي مختلف سوبستراي لامینارین از طریق رسم و آنزیم با استفاده از غلظتVmax و   Kmي محاسبه

 ،prism. 6.0 با استفاده از  ١هاي میکائیلیس منتنبررسی منحنی

)http://soft98.ir/tags/GraphPad+Prism+6(  صورت گرفت. بدین منظور فعالیت آنزیم در یک

گیري اندازه  (mg/ml)غلظت سوبسترا در شرایط معمول با رسم منحنی استاندارد گلوکز بر حسب 

  شد. جهت بدست آوردن فعالیت ویژه آنزیم از فرمول زیر استفاده شد:

Specific Activity= Activity/ [protein] mg  

                                                             
1. Michaelis–Menten kinetics 
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	بیوشیمیایی آنزیم. تعیین خصوصیات 3-2-11

  . تعیین دماي بهینه براي حداکثر فعالیت آنزیم خالص3-2-11-1

را به  mg/ml (1/0( با غلظتاز آنزیم خالص  µl 12 براي تعیین دماي بهینه حداکثر فعالیت آنزیم ابتدا 

به عنوان سوبسترا مخلوط  pH=  7محلول یک درصد لامینارین در بافر فسفات با  µl 12همراه 

گراد قرار گرفتند. بعد از ي سانتی) درجه100تا  10دقیقه در دماهاي مختلف ( 5گردیدند و به مدت 

نانومتر  540ها در مقدار جذب هر یک از نمونه DNSمحلول  µl  24 گذشت این زمان با اضافه کردن

اده از ها و رسم جدول با استفي آماري دادهخوانده شد. آزمایش براي هر دما سه بار تکرار شد. تجزیه

  انجام گرفت. prism افزارنرم

  مختلف دماهاي در آنزیم حرارتی پایداري بررسی . 3-2-11-2

آب گرم با دماهاي  جهت تعیین میزان پایداري آنزیم در دماهاي مختلف، ابتدا آنزیم را در حمام

دقیقه تا یک ساعت گرماگذاري  90) به مدت 100، 90، 80، 70، 60، 50، 40، 30، 20، 10مختلف (

مخلوط گردید. سپس   pH=  5لامینارین یک درصد در بافر فسفات با  µl12  از آنزیم را با µl 12و  

یم. پس از اتمام زمان گذارگراد میدرجه سانتی 50دقیقه در دماي  5مخلوط واکنش را به مدت 

	کنیم.با هم مقایسه می DNSها را با روش واکنش، نمونه

  . سنجش پایداري آنزیم نسبت به دما در طول زمان3-2-11-3

با توجه به نتایج حاصل از هاي مختلف جهت سنجش پایداري آنزیم نسبت به دما در طول زمان 

براي این گراد به ترتیب، سانتیدرجه 70، 50، 30سه دماي  Temp stabilityترسیم نمودار مربوط به 

(انتخاب از دمایی صورت گرفت که در آن  میزان پایداري آنزیم روند رو به  مرحله در نظر گرفته شد

تهیه و در  pH=  5و  mM 50هاي آنزیمی در بافر پتاسیم فسفات کاهشی را شروع کرد). ابتدا محلول

دقیقه انکوبه شد بعد از گذشت مدت زمان مورد  240 ،120  ،90به مدت  70، 50، 30دماهاي بین
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 5ها اضافه شد. انکوباسیون در دماي بهینه به مدت بهینه به نمونهpH  نظر سوبستراي آماده شده در

نانومتر  540ها را در دقیقه صورت گرفت و از طریق سنجش فعالیت آنزیمی جذب هر کدام از نمونه

  خوانده شد. 

 بهینه pH. تاثیر اسیدیته بر روي فعالیت آنزیم و تعیین 3-2-11-4

، 8، 7، 6، 5، 4،  3 (هايpHدر   Mm   50ابتدا بافر مخلوط(فسفات سدیم، استات سدیم و گلایسین)

استفاده  12تا pH 3% با 1اي لامینارینري سوبستتهیه شد و از آن به منظور تهیه)  12 ، 11، 10، 9

هاي مختلف اضافه گردید و pHلول آنزیمی  به سوبستراي آماده شده در با نسبت مساوي از مح شد. 

pH   مخلوط نهایی یکبار دیگر توسط کاغذ pH متر چک و در بن ماري انکوبه شد. بعد از گذشت زمان

ها در ذکر شده صورت گرفت و جذب هر کدام از نمونه طبق روش تعیین شده سنجش فعالیت آنزیمی

nm 540 .خوانده شد 

  هاي مختلف pHبررسی پایداري آنزیم در  .3-2-11-5

بهینه براي حداکثر فعالیت آنزیم خالص از سه نوع بافر استفاده  pHترین دست آوردن مناسببراي به

 -و بافر گلایسین 9تا  pH 6، بافر فسفات براي 7تا  3هاي pHشد. بافر سیترات فسفات براي 

NaOH برايpH 9  استفاده شد. سپس محلول یک درصد لامینارین در هر یک از این بافرها  11تا

از آنزیم در هر یک از بافرها سنجش فعالیت آنزیمی در طیف  µl 12 تهیه شد و با اضافه کردن

pH انجام شد. آزمایش براي هر  11تا  3هايpH  .سه بار تکرار شد  

   هاي مختلفمختلف در یک زمان و در زمانهاي pH. بررسی پایداري آنزیم در 3-2-11-6

هاي  متفاوت سوبسترا اضافه گردید و سپس آنزیم اضافه شد و به مدت یک ساعت pHدر بافرهایی با 

 بهینه pHدر هاي متفاوت در دماي بهینه آنزیم قرار گرفت و فعالیت آنزیمی  pHدر این بافرها با 

سیترات و هم چنین بافر فسفات با - ابتدا بافر فسفاتسنجیده شد و منحنی مربوطه به آن رسم گردید. 
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بافر در  µl50  آنزیم به µl50  تهیه شد. سپس مقدار 5/9، 7، 5هاي pHمیلی مولار در  50غلظت 

pH هاي مختلف اضافه شد وpH  نهایی با کاغذpHساعت  5هاي آنزیمی به مدت متر چک شد. نمونه

هاي آنزیمی واکنش مورد نظر قرار گرفتند. سپس با نمونههاي pHگراد ، در سانتیدرجه 4در دماي 

  .انجام شد بهینه pHدر سنجش 

  هاي فلزي بر فعالیت آنزیم خالص. اثر یون3-2-11-7

تهیه شد.  5معادل  pHها به همراه سوبسترا در بافر فسفات با مولار از یونمیلی 10و  5هاي غلظت

از این سوبستراهاي تهیه شده، فعالیت آنزیم در حضور  µl12  از آنزیم به µl12  سپس با اضافه کردن

هاي مختلف استفاده شده  ها ) مقایسه شد. یونها سنجیده شد و با حالت کنترل (بدون حضور یونیون

،  CuSO4  ،CaCl2  ،CoCl2  ،NiSO4  ،KCl  ، MgCl2 ، FeCl3 ،MnCl2  ،HgCl2  ،NaClشامل 

ZnCl2   وBaCl2 باشند. آزمایش براي هر یون سه بار تکرار شد. می  

  ها بر فعالیت آنزیم خالص ها و دترجنت. اثر مهارکننده 3-2-11-8

معادل  pHها به همراه سوبسترا در بافر فسفات با ها و دترجنتهاي مختلفی از مهارکنندهابتدا غلظت

این سوبستراهاي تهیه شده، فعالیت از  µl 12از آنزیم به  µl 12تهیه شد. سپس با اضافه کردن  5

ها و ها سنجیده شد و با حالت کنترل ( بدون حضور مهارکنندهها و دترجنتآنزیم در حضور مهارکننده

، Tween20 ،Tween80هاي که استفاده شد شامل ها و دترجنتها ) مقایسه شد. مهارکنندهدترجنت

Triton ،Urea ، ،PMSF .بود  

  هاي آلی بر فعالیت آنزیم خالص. اثر حلال3-2-11-9

تهیه شد.  pH=  5هاي آلی به همراه سوبسترا در بافر فسفات با هاي مختلفی از حلالابتدا غلظت

از این سوبستراهاي تهیه شده، فعالیت آنزیم در  µl 12از آنزیم به  µl 12  سپس با اضافه کردن

هاي  هاي آلی) مقایسه شد. حلالهاي آلی سنجیده شد و با حالت کنترل ( بدون حضور حلالحلال
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است. آزمایش و  هگزان،  ایزوپروپانول-nاستن، ده شامل متانول، اتانول، متانول،آلی مختلف استفاده ش

  .براي هر حلال سه بار تکرار شد

  1منتن -. رسم نمودار میکائیلیس3-2-11-10

باشد. این ي سرعت واکنش میترین مدل در بیوشیمی براي محاسبهمنتن شناخته -نمودار میکائیلیس

  آید. شود، بدست میمدل از یک معادله که توسط سرعت واکنش آنزیمی توصیف می

V = Vmax[S] / Km + [S]  

ثابت  Kmحداکثر سرعت واکنش و Vmaxغلظت سوبسترا، [S] سرعت واکنش،  Vدر این معادله 

ي غلظت سوبسترا در زمانی است که سرعت واکنش نصف دهندهمنتن است که نشان -میکائیلیس

گلوکاناز و بااستفاده از  3،1-نیز با توجه به وزن مولکولی آنزیم بتا   K cat. باشدحداکثر سرعت می

   .فرمول زیر محاسبه گردید

Kcat = Vmax/ μmol enzyme (s-1) 

) تهیه لامینارین از mg/ml، 125/0، 025/0، 05/0، 1628/0هاي مختلفی از سوبسترا (ابتدا غلظت

 50آنزیم اضافه گردید و به مدت ده دقیقه در دماي  µl 12 هاي سوبستراییشد. به هرکدام از غلظت

به هر نمونه اضافه  DNSمحلول  µl  24گراد قرار گرفتند. جهت متوقف کردن واکنش،درجه سانتی

  نانومتر خوانده شد.  540ها در شد و پس از ده دقیقه جوشاندن، جذب نمونه

ها با استفاده از نمودار استاندارد گلوکز، میزان قند احیایی ایجاد شده بر حسب براي هرکدام از غلظت

محاسبه  Kmو Vmaxافزار  نمودار رسم و میزان میکرومول بر دقیقه محاسبه و سپس با استفاده از نرم

   شد.

                                                             
1. Michaelis–Menten curve 
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  هاي بیماري زابر فعالیت قارچگلوکاناز  3،1-بتا. بررسی بازدارندگی آنزیم 3-2-11-11

 Fusarium. Sp ،Alternaria. Sp  ،Phytophthora.sp ،Sclerotiniaهاي قارچی در این پژوهش ازایزوله

sclerotiorumها را بروي محیط ، استفاده گردید، قارچPDA(از شرکت سیگما، آلمان خریداري گردید)، به  ١

هاي اتوکلاو متر برش داده شد و بر روي محیط قرار داده شد،  از دیسکمتر در یک سانتیصورت یک سانتی

 3،1-بتا آنزیم mg/ml( 1/0از غلظت ( µl 15 ها نیزجهت اضافه نمودن آنزیم استفاده گردید،  برروي دیسک

گلوکاناز اضافه  گردید و این تلقیح آنزیم به همراه شاهد (بافري که آنزیم در آن وجود ندارد) انجام شد، عمل 

انجام گردید و مهار قارچی توسط آنزیم  mg/ml( 1/0با غلظت ( µl 30تلقیح آنزیم  سه بار در روز و مقدار 

ها مطابق با روش اري انجام گردید و قارچگذبررسی گردید. در موردي دیگر به جاي استفاده از دیسک چاهک

ها اضافه شده و ي کنترل در چاهکونمونه  mg/ml( 1/0از آنزیم با غلظت ( µl 30معمول کشت گردیدند و 

  بعد از چند روز مشاهدات گزارش شد.

  . مطالعات بیوانفورماتیکی  3-2-12

 پیشگویی به آنلاین افزارهاي نرم از استفاده با و بیوانفورماتیکی هايروش از استفاده با مطالعه این در

 .پرداختیم نظر مورد بتاگلوکاناز آنزیم بیوشیمیایی خصوصیات برخی

گلوکانازهاي شناخته شده  3،1-براي بتا  maximum likelihoodبا روش  فیلوژنتیک  درختچه

  .شد رسم  Mega6.06توسط  1000با بوت استرپ  GH16ي خانواده

اطلاعات مربوط به دومین پروتئینی بتاگلوکاناز دریافت  Prositeدر پایگاه اطلاعاتی 

با  clustalwي آنلاین و توالی این دومین مورد نظر توسط برنامه /)http://prosite.expasy.orgشد(

شده اند همردیفی انجام گردید و نواحی حفاظت هاي  بتاگلوکانازي که کریستالوگرافی شدهسایرتوالی

ي مربوطه در این نواحی حفاظت شده را به عنوان جایگاه فعال آنزیم بتاگلوکاناز و اسیدهاي آمینه

  تعیین نمودیم.

                                                             
1. Potato Dextrose Agar 
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  گلوکاناز3،1-. بررسی توالی آنزیم  بتا3-2-12-1

شده است. توالی نوکلئوتیدي این  گلوکاناز مورد مطالعه از باکتري بومی کوهنلا ایزوله 3،1-بتاتوالی 

به توالی پروتئینی ترجمه   http://web.expasy.org/translate(Translate(ط نرم افزار  آنلاین  آنزیم توس

جهت پیدا کردن توالی هاي  NCBIگردید. سپس به کمک توالی پروتئینی این آنزیم از پایگاه داده ي 

هاي مشابه اقدام به تعیین نواحی  جایگاه فعال نیز ها باتوالیبراساس شباهت مشابه استفاده گردید.

 گردید.

  . آنالیز خصوصیات فیزیکی و شیمیایی آنزیم3-2-12-2

 ExPASy ProtParam با استفاده از نرم افزارگلوکاناز  3،1-بتاویژگی هاي مختلف فیزیکوشیمیایی 

شامل وزن ملکولی، نقطه ي ایزوالکتریک، شاخص ProtParam مورد بررسی قرار گرفت. اطلاعات 

  ناپایداري، شاخص آلیفاتیک و... می باشد. 

  بینی ساختمان دوم آنزیم و مدل سازي آن. پیش3-2-12-3

براي مدل سازي پروتئین استفاده شد. این نرم افزار ساختار پروتئین ها را بر  Phyre2از نرم افزارهاي 

رسی ساختمان هم بمنظور بر Chimeraي کند. از برنامهبینی میاي پیشسازي مقایسهاساس مدل

ي آنلاین جهت تعیین ساختار دوم پروتئین از برنامهپروتئین استفاده شد. 

)http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipre.استفاده شد (  
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براي اولین بار از استخر پرورش میگو در آبادان   Cohnella A01 ژن بتاگلوکاناز باکتري در این تحقیق

تعین توالی گردید و در باکتري ، )KX013442( کلون شد  pET26b شد و در وکتور بیانی  جداسازي

E .coli Rosetta   ترمودینامیک و بیان گردید. آنزیم بتاگلوکاناز خالص و خصوصیات بیوشیمیایی

و تکثیر ژنی با طول گلوکاناز  3،1-ژن بتا  PCRپس از انجام  آنزیم مورد بررسی قرار گرفت.سینتیک 

  26bبه وکتور بیانی الص شده  که داراي سایت برشی بودالحاق این ژن خ جفت باز، 1251تقریبا 

pET .تري  هاي  مستعد تهیه شده از باکپلاسمید  نوترکیب به سلول انجام شدE.coli DH5α)  (  با

نوترکیب انتخاب گردیدند. استخراج پلاسمید   يهاشده وکلونی استفاده از روش شوك حرارتی منتقل

آزمایش هضم از پلاسمید هاي نوترکیب و PCR از کیت استخراج پلاسمید و همچنین با استفاده

 انجام گردید. آنزیمی  به منظور تایید مراحل همسانه سازي

 pET26b و وکتور بیانی   PCR. هضم محصول 4-1 

به طور همزمان ژن   )Orange 1xو بافر مشترك  نارنجی( Sal Іو  Nde Іهاي با استفاده از آنزیم

 High Pure PCR Product Purification Kit و  وکتور بیانی  هضم شدند و با استفاده از   بتاگلوکاناز

  .)1-4الحاق انجام شد (شکلسازي صورت گرفت و سپس واکنش خالص  

  . بررسی بیان ژن بتاگلوکاناز4-2

به  راشدند ، وکتور نوترکیب مورد نظر  انتخابها هاي داراي پلاسمید نوترکیب یکی از آناز بین کلونی

رشد  )LB(کلرامفنیکل، کانامایسین، نسفورم گردید و در محیط کشت مایع اتر  Rosettaمیزبان بیانی 

استفاده بیان پروتئین نوترکیب براي   mM1=IPTG ، ازOD600= 7/0داده شدند. پس از رسیدن به 

ساعت رسوب حاصل از کشت باکتري گرفته شد و آنالیز پروتئین مورد نظر با  16.  پس از زمان ندشد

و  )IPTGبا  (قبل از القاي کنترل منفی . با مقایسهمورد بررسی قرار گرفت  SDS-PAGEاستفاده از 

تولید  پروتئینی با وزن شد که  هي پروتئینی بتاگلوکاناز باند مورد نظر حاصل از بیان مشاهدنمونه
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پروتئین مورد نظر با استفاده از ستون نیکل سفارز تخلیص  .تایید شدکیلو دالتون  47مولکولی تقریبا 

  ).2-4(شکل  صورت گرفت  SDS-PAGEو الکتروفورز آن بر روي  شد

	. سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکاناز4-3

هاي پروتئین به عنوان یک آنزیم، فعالیت بعد از بیان پروتئین و تخلیص آن، به منظور بررسی ویژگی

بر روي سوبستراي لامینارین، مورد بررسی قرار گرفت. آنزیم تخلیص شده قادر به فعالیت روي  آن

گلوکاناز است.  3،1-تخلیص شده در واقع یک نوع بتا کند پروتئینلامینارین بود. این نتیجه اثبات می

آنزیم با شکستن پیوند بتاي موجود بین گلوکزهاي موجود در لامینارین، قادر به آزاد کردن گلوکز و 

 محلول آنزیمی به حجم .گرددانتهاي احیایی بوده و در نتیجه تغییر رنگ در محیط واکنش ایجاد می

µl 12 به  µl12 در بافر پتاسیم فسفات (1لامینارین  از محلول %K2HPO4(   7با =pH   افزوده ،

درجه سانتی گراد روي هات پلیت قرار گرفت و سپس  60دقیقه در دماي  30گردید و ویال به مدت 

ر د و واکنش متوقف شد،دي نیتروسالسیلیک اسید ) اضافه گردید  5وDNS)3 هم حجم واکنش 

و پس شد دقیقه جوشیده شد. سپس روي یخ قرار داده  10به مدت گراد ي سانتی درجه 100  دماي

  .)3-4خوانده شد (شکل  nm 540در طول موج  جذب نمونه از خنک شدن 

  گلوکاناز   1،3-. تاثیر سوبستراهاي مختلف جهت تعیین اختصاصیت آنزیم بتا4-4

منظور فراهم  سوبستراهاي مختلف بهگلوکاناز  تخلیص شده با  3،1- بتادر این تحقیق فعالیت اندو

ي کنترل نیز در واقع همان واکنش کردن درك بهتر از فعالیت بتاگلوکانازي آنزیم بررسی شد. نمونه

نشان داد که این نتایج باشد.  آنزیمی با لامینارین است که از نظر فعالیت بیشترین فعالیت را دارا می

  U/mg  1125 فعالیت ویژهو داراي  باشدفعال میدرصد 100گلوکاناز بسیار روي لامینارین  3،1-بتا

،  U/mg 2/281  درصد بوده و داراي فعالیت ویژه 25 ١کاهاما فعالیت آنزیم بر سوبسترا است، 

                                                             
1. Straw  
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 U/mg  يدرصد تجزیه شد، داراي فعالیت ویژه 8گلوکاناز  تا  3،1-توسط بتا پوستالانستراي بسو

 نداشت. نیز فعالیتی ٢،٣، زایلان١بروي کیتینبود،  8/35

هاي استفاده از رسم منحنی استاندارد و محاسبه پارامتر تعیین واحد فعالیت آنزیمی  با 4-5

Km و   Vmax   

کند که در طول ي لامینارین تولید انتهاهاي احیایی میبا تجزیه گلوکاناز 3،1- بتاجایی که آنزیم از آن

هاي خوانده شده به فعالیت آنزیم بر ODبنابراین براي تبدیل  قابلیت جذب دارد،نانومتر  540موج 

هاي . این نمودار با استفاده از مقدار جذب غلظتشداز منحنی استاندارد گلوکز استفاده  Unitحسب 

 رسم شد و منحنی استانداردي  Excelي برنامه نانومتر با کمک 540ز در طول موج مختلف گلوک

شود، سینتیک این آنزیم از به عنوان سوبسترا استفاده میه از لامینارین زمانیک .)4-4(شکل بدست آمد

 (و  mg/ml 1628/0 محاسبه شده براي این آنزیم Km). 5-4(شکل  .است Michaelis-Menten نوع

Unit (μM/min.ml 5/112 = Vmax  گلوکاناز با استفاده  3،1-پارامترهاي سینتیکی آنزیم بتا .باشدمی

- بتاهاي موجود در مواد و روش ها محاسبه گردید، این پارامترها شامل فعالیت بیشینه آنزیم از فرمول

)،  mg/ml1628 /0  =Km )،  ثابت میکائیلیس منتن (μmol/min.ml 5/112  =Vmax(گلوکاناز  3،1

برابر  )Kcat / Km، کارایی کاتالیتیکی U/mg( 1125) ،S-1( 9/52816  =Kcat )ي آنزیمی (فعالیت ویژه

سازي مراحل خالص  گراد است.سانتیدرجه 50دقیقه در  3/1725ي عمر نیز و نیمه 1/324428با 

ي آنزیمی، غلظت پروتئین، تاخوردگی پروتئین و درصد هکه شامل فعالیت ویژ گلوکاناز  3،1-بتاآنزیم 

است. همانطور که  ) نشان داده شده1-4باشد، نیز تعیین شد که در جدول (سازي میراندمان خالص

سازي گلوکاناز ایزوله شده از باکتري بومی کوهنلا، در طی خالص 3،1-در جدول گزارش شده، بتا

کل  ،درصد کاهش فعالیت یافته است 18رسیده است و U/ml 5/112)تا (5/140  (U/ml)فعالیتش از 

                                                             
1. Chitin 
2. Oat spelt xylane 
3.  Pustalan 
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  mg 1/0 تا  بوده mg 8/0گلوکاناز که در ابتدا  3،1-در مقایسه با غلظت پروتئین بتاپروتئین نیز 

  است،یافتهکاهش 

 

کنترل منفی، چاهک  - 1چاهک  .) w/v%(1 و تائید فرآیند کلونینگ بر روي ژل آگارز   pET26bبررسی الحاق ژن در وکتور بیانی . 1-4شکل 

ي بتاگلوکاناز با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ،قطعه R2511و   F2511با آغازگرهاي  PCRتکثیر شده توسط واکنش   DNA قطعه  -2

هاي مثبت حاصل از از همسانه PCRمحصولات واکنش گردید. تأیید کلونینگ جفت باز تکثیر 1251ي با طولبتاگلوکاناز قطعه

از همسانه نوترکیب،  PCRجفت باز توسط  1251تکثیر شده با  DNAقطعه   -3چاهک هاي ژن بتاگلوکاناز . ترانسفورماسیون، با آغازگر

به عنوان کنترل منفی.    pET26bجفت بازي  5360پلاسمید غیرنوترکیب   -5 نوترکیب ، چاهک pET26b  -4چاهک  آزمایش اختلاف حرکت

 5360جفت باز(طول ژن بتاگلوکاناز) و 1251طولتقریبا اي با ي قطعههاي برشی و مشاهدههمسانه نوترکیب هضم شده با آنزیم - 6چاهک 

  مارکر  -M)،  چاهک pET26bجفت باز (طول پلاسمید 
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1 Kb  

مارکر:  -M ، کنترل منفی IPTG: قبل القاي 2ساعت،  IPTG   16ی القا شده با: کلون1، چاهک گلوکاناز  3،1-بیان ژن بتا . 2- 4شکل 

گلوکاناز با وزن مولکولی  3،1-محلول خروجی از  نیکل سفارز که حاوي پروتئین نوترکیب بتا: 3.  سازي پروتئین نوترکیبنشاندهنده خالص

 کیلودالتون است. 47تقریبا 

 

درجه به  60در دماي  که محلول يي آنزیم بتاگلوکاناز به همراه مقداري از سوبستراحاوي نمونه گلوکاناز. 3،1- فعالیت آنزیم بتا - . 3- 4شکل 

شاهد.در  -2شود.دقیقه  جوشانده می 10اضافه شده و به مدت  DNSدقیقه انکوبه شده و سپس جهت توقف به واکنش مورد نظر  5مدت 

  باشد. ي حاوي آنزیم میي شاهد به جاي آنزیم از بافري که آنزیم در آن است،  استفاده شده و تمامی شرایط مانند نمونهنمونه
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ول ها در طجذب آن  گیريهاي مختلف گلوکز و اندازهبا استفاده از غلظت .وار استاندارد به منظور تعیین واحد فعالیت آنزیمنم. 4- 4شکل 

 .نانومتر  540موج 

  

  

  

  

  

  

 

 

آنزیم  محاسبه شده براي این Kmهاي کاتالیتیک. براي محاسبه پارامتر  آنزیم بتاگلوکاناز خالص شده Michaelis-Mentenمنحنی  .5-4شکل 

  توسط سوبستراي لامینارین اندازه گیري شد.
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باشد، در مقایسه با فعالیت ویژه می  U/mg (1125سازي(فعالیت ویژه پروتئین در انتهاي خالص

درصد  80با بیش از  4/6سازي نیز است. فولد خالصباشد، افزایش یافتهمی 6/175سوپرناتانت که 

 باشد.خالص سازي میراندمان 

  گلوکاناز3،1  -بتا	هاي بیوشیمیایی آنزیمویژگی . تعیین4-6

گراد بهترین ي سانتیدرجه 60تا  40تاثیر دماهاي مختلف بر روي فعالیت آنزیم بررسی شد. دماي 

گراد هم ي سانتیدرجه 70باشد. این آنزیم در دماي نزدیک به ي آنزیم میدما براي فعالیت بهینه

 پایداري دمایی آنزیم در دماهاي مختلف، ) )A(6-4. (شکلکرددرصد از فعالیت خود را حفظ  40تا

 360، 240، 120، 60، 30هاي مختلف (و زماندقیقه   90گراد) به مدت ي سانتیدرجه 100تا  10(

سنجیده شد. بر این  5/11تا  5/2هاي pHفعالیت آنزیم در  )).B,C(6- 4.(شکل دقیقه ) بررسی شد

 pHتر از هاي بالاتر و پایین pHبه دست آمد و در  5برابر با  pHاساس بهترین فعالیت آنزیمی در 

گلوکاناز  3،1-بتافعالیت ، ))D(6-4یافت (شکل بهینه، فعالیت آنزیم تا مقدار خیلی کمی کاهش 

دقیقه بررسی شد و  90هاي مختلف به مدت pHنوترکیب تخلیص شده بعد از قرار گرفتن آنزیم در 

تا  pH 4آنزیم از  شد کهدیده )E( 6- 4سم گردید. همانطور که در شکل سپس نمودار مورد مربوطه ر

هاي مختلف نیز این pHساعت انکوبه شدن در  5درصد فعالیت است، بعد از   90داراي  8حدود 

 مراحل خالص سازي بتاگلوکاناز. 1-4دول ج

Recovery 

(%) 

Purification 

(Fold) 

Protein 

(mg.ml-1) 

Specific activity 

(u.mg-1) 

Activity 

(unit) 

Purification step 

100 1 8/0  6/175  5/140  مایع رویی  

07/80  4/6  1/0  1125 5/112  نیکل سفارز 
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باشد و در هاي اسیدي تا خنثی میموضوع نشان داده که این آنزیم داراي پایداري مناسبی در محیط

pH6- 4باشد.(شکلدي پایدار میهاي قلیایی نیز تا ح)F( ( 

  هاي مختلف در فعالیت آنزیم خالص. تاثیر یون4-7

از عوامل اصلی تاثیرگذار بر فعالیت آنزیم، کوفاکتورها هستند که به صورت طبیعی در ساختمان آنزیم 

آنزیم داشته کننده و یا بازدارنده را بر روي فعالیت لتوانند اثر فعاو یا در محیط وجود دارند که می

توان دریافت که آنزیم در حضور هاي مختلف آنزیمی میکنندهها و فعالباشند. با تعیین اثر بازدارنده

تواند حفظ نماید. به همین منظور سنجش فعالیت این مواد در صنعت چه میزان از فعالیت خود را می

فعالیت  ؛  )2-4جدول (توجه به  مولار بررسی شد. یامیلی 10و  5هاي فلزي با غلظت  آنزیم با یون

 35هایی مانند مس فعالیت آنزیم را تا یونها تغییر چندانی نداشته است، گلوکاناز توسط یون 3،1-بتا

تا د کاهش داد، اوره درص 10مولار پتاسیم نیز فعالیت آنزیم را میلی 5است، غلظت درصد کاهش داده

  ها نیز تاثیري نداشت.را کاهش دهد و سایر یونتوانست فعالیت انزیم ن مولارمیلی 50غلظت 

  هاي مختلفها و شویندهه ي فعالیت آنزیم در حضور مهارکنند . مطالعه4-8

هاي مختلف از این هاي مختلف در غلظتها و دترجنتدر حضور مهارکنندهگلوکاناز  3،1- بتافعالیت  

ها و اغلب شوینده ،شودهم دیده می )3-4( جدولطور که در مواد مورد بررسی قرار گرفت. همان

 ثر منفی بر فعالیت آنزیم ندارند.ها اسورفاکتانت

  گلوکاناز3،1  -هاي آلی بر فعالیت آنزیم بتا. تاثیر حلال4-9

- هاي مختلف بر فعالیت آنزیم نوترکیب بررسی شد. بر اساس شکل حلالهاي الی در غلظتاثر حلال

گریز مانند هگزان نیز هاي آلی آبحلال دهند وی کاهش نمیهاي آلی قطبی فعالیت آنزیم را خیل

  )3-4دهد (جدول فعالیت آنزیم را تغییر چشمگیري نمی
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  گلوکاناز3،1-. تعیین نیمه عمر آنزیم بتا4-10

 گلوکاناز 3،1-بتامربوط به نیمه عمر آنزیم  نمودارشد، ها نیز توضیح دادههمانطور که در مواد و روش 

ستفاده از شیب خط محاسبه ها با اها ذکر شده در مواد و روشبا استفاده از فرمول )7-4نیز در شکل (

  گراد به نصف برسد.ي سانتیدرجه 50دقیقه طول میکشد تا فعالیت آنزیم در دماي 3/1725گردیده، 

گلوکاناز ایزوله شده از  3،1-ها در حضور آنزیم بتا. بررسی بازدارندگی فعالیت قارچ4-11

  ي گرمادوست باکتر

ي سلولی که دیوارهباشد و باتوجه به اینها می PR-2بندي گلوکانازها از طبقه3،1- که بتاباتوجه به آن

هاي هاي بیماريتواند فعالیتگلوکاناز، می 3،1-است، بتاگلوکان تشکیل شده -ها از بتابسیاري از قارچ

گلوماناز ایزوله شده از باکتري بومی کوهنلا قادر به مهار رشدي 3،1- را تاحدي کنترل کند، بتا قارچی

و Alternaria sp.   ،  fusarium.spباشد در حالی که قادر به مهار قارچ می  .Phytophtora spقارچ

Sclerotinia sclerotiorum 8-4باشد (شکل نمی(. 

  بیوانفورماتیکی آنالیز. 4-12

 99نشان داد که این آنزیم  NCBIگلوکاناز در  3،1-ردیفی توالی آنزیم بتانتایج بررسی حاصل از هم

باشد. دارا می  Cohnella laeviribosi  گلوکاناز حاصل از باکتري 3،1-درصد شباهت را با توالی بتا

گزارش شد شامل،  مورد مطالعه گلوکاناز 3،1-بتا نتایجی که از بررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی

هاي بافري مناسب براي تخلیص کاربرد سیستمتعیین منظور ) که به pI=  65/5ي ایزوالکتریک (نقطه

شود بینی می دارد. شاخص ناپایداري تخمینی از میزان پایداري پروتئین ها را نشان می دهد. پیش

این شاخص نشان  40بالاي  پایدار باشند و مقادیر 40هایی با شاخص ناپایداري کمتر از پروتئین

شاخص آلیفاتیک یک پروتئین به عنوان میزان نسبی   دهنده ي غیرپایدار بودن پروتئین است.

- هاي آلیفاتیک اشغال شده یعنی آمینواسیدهاي آلانین، والین، ایزولوسین و لوسین تعریف میزنجیره

داري حرارتی در پروتئین هاي کروي مثبت براي افزایش پای یعنوان عامل تواند بهگردد. این عامل می
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بنابراین در می باشد؛  -3/0گلوکاناز مورد مطالعه  3،1-بتادر این مطالعه بار خالص  .شوددر نظر گرفته 

  . شود  باید از نوع آنیونی استفادهکروماتوگرافی تعویض یونی براي تخلیص پروتئین 

 

                       

 

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

                           

 

  

  

 

 

-جهدر 50تا  40ایزوله شده از کوهنلا  گلوکاناز 3،1-بتا ي آنزیمدماي بهینه. aکه در شکل نشان داده شده است،همانطور .  a .6- 4شکل 
 90به مدت  گرادي سانتیدرجه 50تا  10بررسی پایداري آنزیم نسبت به دما در طول زمان، فعالیت آنزیم در دماهاي  b. باشد، گراد میسانتی

- سانتیدرجه 70(مربع= درصد است،  100دقیقه نیز  90گراد بعد از سانتیدرجه 40پایداري آنزیم در دماي  .cدرصد بوده است  100دقیقه 
 5برابر با  pHبهینه اش نیز مشخص گردید، آنزیم در  pHزیم در فعالیت آن . d گراد )سانتیدرجه 50گراد، مثلث = سانتیدرجه 30گراد، دایره= 

بررسی پایداري آنزیم در سه  f . .دقیقه کاملا پایدار است 90هاي اسیدي تا قلیایی به مدت pHاین آنزیم در e  .  باشد،داراي بهترین فعالیت می

a 

c 

b 

e 

d 

f 
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pH  5 ،7 ،9  درصد از  90دقیقه نشان داد که بتاگلوکاناز ایزوله شده از کوهنلا قادر به حفظ  300دقیقه،  120دقیقه،  90طول مدت زمان در

دقیقه حفظ کرده  360ا بعد از درصد فعالیت خود ر 70نیز تا  pH 7باشد، این آنزیم در دقیقه می 360اش بعد از بهینه pHفعالیت خود در 

  ).pH=  5، دایره ، pH=  7مثلث، ، pH=  9 ،است (مربع

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

گلوکاناز 3،1-ها و مواد معدنی بر فعالیت بتا. تاثیر یون٢-۴جدول   

ظتلغ ترکیبات (mM) نسبی فعالیت  (%) 
Control 
ZnCl2 
FeSO4 
CuCl2 
NaCl2 
MnCl2 
BaCl2 
MgCl2 
KCl 
NiSO4 
CoCl2 
CaCl2 
AgSO4 
HgSO4 
Iodoacetic acid 
PMSF 
NaN3 
Urea 
EDTA 
 

5 
5 

10 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

10 
10 
50 
10 

100 ±  4.5 
101.16 ± 4.3 
95.75 ± 4.1 
87.33 ± 2.5 
107.33 ± 1.4 
106.08 ± 5.2 
99.58 ± 4.6 
109.77 ± 1.8 
93.33 ± 3.8 

103.08 ± 4.32 
110.25 ± 4.2 

105.91 ± 1.37 
100.50 ± 4.5 
77.37 ± 0.9 
100.50 ± 4.5 
100.84 ± 0.7 
100.34 ± 0.8 
100.43 ± 1.7 

103.83 ± 2.02 
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y = -0.0004x + 4.6241
R² = 0.8889
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 گلوکاناز 3،1-بتانمودار مربوط به نیمه عمر آنزیم  .7- 4شکل 

  

  

  

  

 Actهاي آلی مرکاپتواتانول، سدیم دو دسیل سولفات) و حلال :ME-2تاثیر دترجنت و مواد شوینده (. 3-4جدول

I(متانول)،  MtOH(اتانول)،  EtOH(استون)،  sOH گلوکاناز 3،1-(ایزوپروپانول) بر فعالیت بتا  

 
   Relative activity 

(%) 
   

 
 

50% 
1% 5% 10% 20% 

Control 
 

100 _ _ _ _ _ 

Triton X-100  _  100.36 ±  0.59 74.45 ± 0.87 _ 
SDS  99.71 ± 1.092 

 
1.531531 ± 0.31 _ _ _ 

2-ME  82.18± 0.22 
 

_ 10.27 ± 4.58 
 

_ _ 

Tween 20  _ _ 27.90± 4.80 
 

21.74 ± 3.17 
 

_ 

Act  _  
_ 

97.52 ± 3.33 76.46 ± 0.25 75.34 ± 0.25 
 

Et OH  _ _ 99.97 ± 0.03 _ 99.95 ± 0.09 
 

MtOH  _ _ 99.40 ± 0.09 76.42 ± 0.87 76.04 ± 1.3 
IsOH  _ _ 95.63 ± 4.81 83.98  ± 2.51 _ 

N-hexan  _ _ 99.57 ± 1.42 97.52  ± 3.33 _ 
Glycine 

 
 _ _ 62.57 ± 6.26 46.23 ± 3.49 _ 
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قادر به مهار بیماري قارچی گلوکاناز،  3، 1-دهد که آنزیم بتاشان مین .گلوکاناز 3،1 -.بررسی اثر مهاري قارچی توسط آنزیم بتا. 8-4شکل 

Phytophtora sp  .آنزیم داخل آن میی شاھد (بافری کھ نمونھ -٠در تمامی اشکال،  است -
آنزیم جوشیده شده ، ھمانطور کھ در شکل -2گلوکاناز، ٣،١-بتاآنزیم  -1باشد)، 

قارچ - bاثر ضدقارچی آنزیم مشاھده گردید، .a- Phytophtora spگردد، نیز مشاھده می
Fusarium.sp است گزارش نشد رشدی مھار ھیچ d -  قارچSclerotinia    sclerotiorum  ھیچ مھار

 .نیز فعالیت مھاری مشاھده نگردید e- sp. Alternaria،   رشدی نداشتھ است

می باشد و در نتیجه این آنزیم در گروه پروتئین هاي پایدار قرار  85/31شاخص ناپایداري این آنزیم 

تقریبا داراي توان فهمید این آنزیم باشد که میمی 3/73می گیرد. ضریب آلیفاتیک این آنزیم برابر با 

مدت زمانی که طول می کشد تا نیمی از پروتئین تولید شده از بین برود نیمه  پایداري حرارتی است.

نرم کیلودالتون پیش بینی شد،  47وزن مولکولی این آنزیم نیز  .عمر پروتئین می گویند

د دارد می تواند ترمینال پروتئین وجو-N) با در نظر گرفتن آمینواسیدهایی که در ProtParamافزار(

  بینی کند. نیمه عمر پروتئین را پیش
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استفاده شد، براي  signalp 4.1بررسی وجود سیگنال پپتید. براي مشخص نمودن پپتید نشانه از 

بود و  5/0شده برابر با  بینیدرصد باشد. نمره پیش  45/0بالاتر از  Dوجود پپتید نشانه باید نمره 

بیان ترشحی به مقدار کمی دیده شده گلوکاناز  3،1- بتاگنال پپتید را تایید کرد. در پروتئین وجود سی

 است، چرا که در وکتور بیانی نیز قسمت سیگنال پپتید حذف گردیده است.

 ١ردیفهم  Clustal Wي هاي حاصل از بلاست با استفاده از برنامهدر این مطالعه پس از این که توالی

-4ترسیم گردید. همانطور که در شکل ( MEGA 6.06به کمک نرم افزار  ٢فیلوژنتیکی درختشدند و 

 ،گلوکانازها دارد3،1 -بتا ي خویشاوندي را باترین رابطه) مشخص است؛ بتاگلوکاناز مورد بررسی بیش9

 مذکور پروتئین توالی با CohnellaA01 بومی باکتري در گلوکاناز 3،1 -بتا پروتئین توالی ر تکاملینظاز 

مورد ها نیز انجام شده بود هاي بیوشیمیایی و کریستالوگرافی آنهایی که بررسیو توالی  NCBIدر 

  بررسی قرار گرفت. 

بررسی گردید، همانطور که در شکل  Psipredبینی ساختار دوم پروتئین نیز با استفاده از سایت  پیش

درصد  56گلوکاناز از  3،1- است، مطالعات انجام شده حاکی از آن است که بتا) نشان داده شده4-10(

 تشکیل شده است. Coilدرصد نیز  46 و Hα-درصد 2تشکیل گردید، از  sheet  β-از صفحات 

توالی دومین مربوط به بتاگلوکاناز دریافت و با توجه به هم  Prositeبا استفاده از پایگاه اطلاعاتی 

 ي مربوطناحیه ،بودها انجام شدههاي بتاگلوکاناز موجود که کریستالوگرافی آنردیفی با سایر پروتئین

به جایگاه فعال نیز شناسایی شد. این ناحیه شامل سه اسید آمینه گلوتامیک، آسپاراتیک اسید و 

- اي تکرار شدههاي آمینه در تمامی بتاگلوکانازها به صورت حفاظت شدهاین اسید گلوتامیک بوده که

  است.

                                                             
1. Multiple alignment 
2.  Phylogenetic tree 
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اند، مدلینگ گردید. هایی که کریستالوگرافی شدهگلوکاناز باتوجه به توالی 3،1-ساختار سه بعدي بتا

شکل زیر  درصد تشابه دارند، در 64ها حدودا با توالی پروتئینی موجود در این تحقیق تا   این توالی

 ZgLamCGH16شده با لامیناریاز حاصل از ساختمان سوم پیشنهاد شده براساس توالی کریستالوگرافی

from Zobellia galactanivorans  11-4است شکل (گزارش شده.(  
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 1000با بوت استرپ با  Mega6.06ي فیلوژنی با استفاده از نرم افزار درختچه .ی فیلوژنتیکدرختچھ ٩-۴شکل

هاي کینتیکی و بیوشیمیایی بروي هاي که در مورد مطالعات انجام شده بر حسب بررسیتکرار رسم شد. براساس بیشترین شباهت

ایزوله شده با سایر بتاگلوکانازهایی گلوکاناز  3،1-بتاآنزیم بتاگلوکانازهاي مشابه انجام شده است، بلاست پروتئینی توالی پروتینی 

ردیفی گردید و مشخص شد که بیشترین شباهت را از نظر اند همکه از نظر توالی با پروتئین موجود در این تحقیق مشابهت داشته

باشد از نظر گلوکاناز که به عنوان اوتوگروپ می 4،1- بتاگلوکاناز دارد ولی به طور کاملا مشخصی با  3،1-بتاهاي  تکاملی به پروتئین

 .تکاملی متفاوت است

 

 P.macerans CAA39426.1

 Paenibacillus.sp gb|ABD94065.1

 B.licheniformis gb|AAQ67340.1

 B.circulans gb|AAG53947.1

 Z.galactanivorans CAZ94309.1

 Paecilomyces sp gb|ADZ46179.1

 S.sioyaensis gb|AAF31438.1

 T.asperellum gb|AFC93434.1

 C.spF32 gb|ALP73406.1

 R.thermocellum gb|CAA61884.2

 P.furiosus gb|AAC25554.2

 Pseudomonas sp.gb|BAC16332.1

 L.enzymogenes gb|AAN77503.1

 Cohnella.A01 gb|KX013442

 A.niger gb|AGG38091.1

96
95

98

72

83
92

90

91

52

94

0.5
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 درصد 56گردید همانظور که در شکل نیز مشاهده  ..Psipredبا استفاده از سایت گلوکاناز  3،1-بتابررسی ساختار دوم  10-4شکل 

  .است شده تشکیل کویل نیز درصد 46 و هلیکس آلفا درصد 2 از بتا، صفحات از
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گلوکاناز ، از دو دومین تشکیل شده است. این دو دمین مربوطه به  دومین  3،1-بینی ساختار سه بعدي پروتئین بتاپیش. 11-  4شکل

-igاست. دومین باندشونده داراي بخشی به نام (ها گزارش شدهگلوکانازها این دومین- باشد که در اکثر بتامیکاتالیتیکی و دمین باندشونده 

likeاین تحقیق گلوکاناز  3،1- بتاباشد. این توالی با توالی ساکاریدي میز نظر عملکردي جهت اتصال بهتر سوبستراي پلی) است که این ناحیه ا

(چن و همکاران، توان مدل مناسبی باشد دارد و بنابراین می  ZgLamCGH16 from Zobellia galactanivoransدرصد شباهت توالی با  64تا 

2013( 
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ي در چند دههکه د نباشکشاورزي می ر پزشکی،  صنعت،  شیمی، داروسازي وها، ابزار مهمی دآنزیم

اند. تغییر و تبدیل ترکیبات در صنایع مورد استفاده قرار گرفتهمناسب در  مرهايبیوپلیاخیر به عنوان 

نوترکیب و فرآیندهاي تولید سوخت زیستی،   DNAي تکنولوژِي هاي به دست آمده در زمینهپیشرفت

ر هاي خالص با ساختاري تغییر نیافته در مقیاس گسترده را فراهم آورده است. این امامکان تولید آنزیم

ها در محصولات صنعتی متنوعی مانند صنایع شیمیایی شوینده، ي آنزیمموجب کاربرد گسترده

هاي اخیر در مهندسی پروتئین محققان را قادر کاغذسازي، غذایی و منسوجات شده است. پیشرفت

د در شرایط جدی هاي جدید و یا براي استفادههایی مناسب با فعالیتساخته است تا به تولید آنزیم

شوند و تعداد زیادي از ها تولید میهاي صنعتی امروز توسط میکروارگانیسمبپردازند. اغلب آنزیم

- اکنون با فرآیندهاي شیمیایی متداول و مرسوم تولید آنزیم جایگزین شدهفرآیندهاي آنزیمی نوین هم

حاصله از  هاي مرسوماي جایگرین آنزیمهاي میکروبی به طور گستردهعلاوه امروزه، آنزیماست. به

  .)2010(ساها و همکاران،  شوندمیالبا به صورت نوترکیب تولید اند و غمنابع گیاهی و جانوري شده

ي سلولی گیاهان ي دیوارهکنندهدر سال هاي اخیر، با توجه به کاربردهاي صنعتی فراوان آنزیم تجزیه

توسط  گلوکانازها 3،1-اندوبتا است.و مخصوصا سلولز ، تولید و بررسی آن رشد چشمگیري داشته 

گردند. امروزه ها، گیاهان تولید میها، قارچها، باکتريها شامل آرکیطیف گسترده اي از ارگانیسم

سترده اي در جدید از باکتري ها به طور گ گلوکانازهاي 3،1-اندوبتاجداسازي و تعیین ویژگی هاي 

ها داراي ها اغلب نسبت به قارچباکتري، باشندر میموارد زی حال انجام است که دلایل آن از جمله

- باکتريها را به دنبال دارند، این آنزیم سرعت رشد بیشتري هستند و در نتیجه تولید نوترکیب بیشتر

- باشند مانند باکتريهاي زیستی و صنعتی را دارا میاي از محیطها توانایی سکونت در طیف گسترده

- سویهتوانند ها میدوست که این باکتريقلیادوست، اسیددوست، نمکهاي گرمادوست، سرمادوست، 

 ).2009هاي محیطی باشند (مارکی و همکاران، رابر این استرسهاي سلولیتیکی با مقاومت زیاد در ب
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ي دمایی سازي و مشخص شدند که در دامنههاي ترموفیل خالصاولین آنزیم 1980ي در اواخر دهه

توانند در ها میاند. محققان دریافتند که این آنزیمپایین فعالیت بیشتري داشتهبالا نسبت به دماهاي 

  حرارت کلون و بیان شوند.  فعال و قابلیت تحمل هاي مزوفیل با حفظ فرم فضاییمیزبان

همچنین  هاي آتشفشانی به عنوان زیستگاه وجود دارند،هاي ترموفیل به طور متداول در خاكباکتري

گراد ي سانتیدرجه 60هاي ترموفیل دماي ي رشد باکتريباشد، دماي بهینها محدود میهاین باکتري

هایی تولید آنزیم از نرخ بالاییهاي مزوفیل مشابه، در مقابل با باکتريهاي گرمادوست باشد. باکتريمی

ارزان،  و تر، سریعبا ثبات فرآیندهاي گرمادوسترا دارند. ي محصول نهایی با ثبات و پایدارتر با بازده

باشد. و بازیابی محصول می یواکنش هايي فعالیتدهندهعنوان تسهیلهمچنین به و رسندبه نظر می

هاي گرمادوست در تولید مواد خام شیمیایی، تولید سوخت، تبدیل سوخت زیستی از ضایعات باکتري

 هاي گرمادوست این طرح از باکتريهاي ترموفیل در با توجه به اهمیت و کاربرد باکتري، کاربرد دارد 

و به بررسی و تکثیر ژن مورد نظر و بیان و  شدجداسازي شده از استخر پرورش میگوي آبادان استفاده 

باکتري کوهنلا در گروه . شدپرداخته E. coliگلوکاناز در میزبان بیانی  3،1-سازي ژن بتاخالص

ها شناسایی شده هاي مختلفی از این باکتريسویههاي ترموفیل(گرمادوست) قرار گرفته است. باکتري

ها چنین اغلب آنباشد همها میاي شکل بودن آنها میلهي این سویهاست که خصوصیت کلی همه

هوازي هستند. این باکتري از نواحی مختلفی مانند خاك، آب و نواحی آتشفشانی گرم مثبت و بی

کوهنلا ترموتولرانس از  يباکتري کوهنلا شامل: گونههاي معروف جداسازي شده است. برخی از گونه

اي شکل، گرم مثبت و داراي اندوسپور است. در نوعی نشاسته صنعتی در سوئد استخراج شده و میله

این پژوهش باکتري کوهنلا از دریاچه ي آب گرم آبادان توسط تیم گروهی دکتر سعید امین زاده و 

 همکاران ایزوله گردید.

- هایی که توسط ژنهاي خالص از پروتئینآوردن آنزیمبه منظور به دست یهایاخیر تلاشهاي در سال

هاي مناسب براي افزایش فعالیت آنزیم نسبت به انواع به شوند یا از میکروارگانیسمهاي خاص کد می
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میزبانی است که براي  ترینمعمول E. coli ريدست آمده از منابع طبیعی، صورت گرفته است. باکت

هاي دیگر مورد استفاده هاي نوترکیب چه در مقیاس صنعتی و چه در مقیاسبیان بسیاري از پروتئین

هاي مثبت این باکتري از جمله قابلیت بالا در پذیرش ژن هايهو دلیل این امر شاخص گیردقرار می

(فرخی و  باشدمی هکوتا ب در زمانیبالاي پروتئین نوترکی بیان خارجی، تکثیر سریع و آسان میزان

هاي ژنتیکی و بیولوژي مولکولی، در از طرف دیگر وجود دانش زیاد در مورد ویژگی)، 2009همکاران، 

این باکتري  هاي میزبانی جهش یافتهسازي و گونههاي همسانهدسترس بودن تعداد زیادي از ناقل

در نخستین آزمایش هاي  از این باکتري )،1999(بنیکس، منجر به کاربردي بودن آن شده است 

و همکاران مورد استفاده  Lillyسازي براي تولید انسولین به عنوان یک پروتئین دارویی، توسطهمسانه

ترین میزبانی است که براي متدوال  Escherichia coli. )2009(کاندولفی و همکاران،  قرار گرفت

امروزه . )2014(لایو و همکاران، گیرد استفاده قرار میهاي نوترکیب مورد بیان بسیاري از پروتئین

 Escherichia coliنوع پروتئین نوترکیب که اکثرا داراي کاربردهاي دارویی هستند در 500بیش از 

  ).1999(گوتاي و روتبوم، تولید شده اند 

حرارت منابع گوناگونی مثل باکتري متحمل به تاکنون اندوبتاگلوکانازهاي ترموفیل زیادي از 

Clostridium thermocellum   ،2015(چن و همکاران ،( Pyrococcus furiosus گوئگون و)

 آنزیماست. جداسازي شده )،2011کاران، م(جنگ و ه Thermotoga maritima)، 1997همکاران، 

طور کلی به اند و به ها و گیاهان توزیع شدهها، قارچياي در میان باکترطور گستردهگلوکاناز به 3،1-بتا

) که به ترتیب EC 3.2.1.39( گلوکاناز 3،1-بتااگزو و )EC3.2.1.6( گلوکاناز 3،1-بتاي اندودو دسته

 3،1-بتا آنزیم شوند.تقسیم می کندداخلی و قسمت انتهایی پیوندهاي گلیکوزیدي را هیدرولیز می

اسیدآمینه  3شامل است و  GH16ي خانواده جزو همانطور که در مطالب فصل اول ذکر شد گلوکاناز

که به باشد می خود اتیک اسید) در ناحیه جایگاه فعالاسید آمینه گلوتامیک اسید و یک آسپار 2(

  ).2011(کوتا و همکاران،  استاي تکرار شدهصورت حفاظت شده
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انجام  NCBI سایت در استفاده از بلاست پروتئینی  جوي شباهت براساس توالی پروتئینی باوجست

نام بتاگلوکاناز دیگر، این پروتئین بتاگلوکاناز  هاي. با توجه به شباهت این پروتئین با پروتئینشد

همچنین با توجه به داشت.  16ي گرفت زیرا بیشترین شباهت را با گلیکوزیدهیدرولازهاي خانواده

دهد که  شان مین گلوکانازها 3،1-اندوبتاشد، بررسی همولوژي مربوط به  یافت NCBIاطلاعاتی که در 

هستند که شامل  کاتالیتیک ترمینال  Nها داراي ناحیه گلیکوزیل هیدرولازي خانوادهبتاگلوکانازهاي 

، که هستند شودمی) نامیدهIG-LIKEایمونوگلوبولین (شبه ترمینال که دومین  Cي دومین و ناحیه

دارد، اما فعالیت بیوشیمیایی این بخش  گلوکانازها 3،1-بتا) نقش بسیار مهمی در ig-likeي (ناحیه

براي بیان )، 2014(چنگ و همکاران، است هاي باکتریایی خیلی کم شناخته شدهگلوکاناز 3،1-بتادر

و چه در مقیاس صنعتی؛ بیشتر از سیستم بیانی  کیب، چه در مقیاس آزمایشگاهیپروتئین نوتر

پروکاریوتی اجازه بیان بالاي پروتئین نوترکیب  شود. سیستماستفاده می E. coliپروکاریوتی و معمولا 

- ي محیط کشت آن آسان و ارزان است، مکانیسم رونویسی و ترجمهدهد، تهیهرا در زمان کوتاهی می

است. باشد و پروتئازهاي مضر با دستکاري ژنتیکی غیرفعال شدهي آن به خوبی شناخته شده می

آمیزي ژن بتاگلوکاناز سازي و به صورت موفقیتسانههم  (+) pET-26bدر پلاسمید  bp1251ي قطعه

تولید شده  گلوکاناز 3،1-بتادهد که نشان می SDS-PAGEهاي ژل در باکتري بیان شد و بررسی

ها شکسته شدند تئین، سلولسازي پروشود، بنابراین به منظور خالصاغلب در داخل سلول انباشته می

با  اندوگلوکانازيچنین فعالیت استفاده شد. هم ترکیبییلمحاصل براي کروماتوگرافی ترکیبات و 

 60تا  40دماي حداکثر فعالیت آنزیم تخلیص شده در استفاده واکنش آنزیمی بررسی و تعیین گردید. 

تواند یک آنزیم کند که این آنزیم میباشد، نتایج به دست آمده عنوان میگراد میي سانتیدرجه

گلوکاناز  حتی در دماهاي  3،1-بتاکه این اندو دادآمده نشاننتایج به دستگرمادوست باشد. همچنین 

دهد که آنزیم  است. مطالعات پایداري حراراتی نشان می بالاتر از دماي بهینه نیز به میزان بالایی فعال

  باشد. درجه نیز پایدار می 50در دماهاي بالاتر از 
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 Archaeon. Pyrococcus furiosuگرمادوست از گلوکاناز 3،1-بتا اولین بار خصوصیات مولکولی آنزیم

که بیشترین  Archaeonگزارش داده شد، این بتاگلوکاناز از باکتري شدیدا گرمادوست  )1997(

 105تا  100، که بیشترین فعالیتش در دماهاي استایزوله شدهباشد فعالیتش در دماهاي بالا می

 ایزوله شده گرمادوست گلوکاناز 3،1- بتا)، 1997ن، (گوئگون و همکاراگراد بوده درجه سانتی

گراد سانتیدرجه 70داراي بهترین فعالیت در دماي نیز  Clostridium Thermocellum(CtLic16A)از

کند و دقیقه حفظ می 20گراد به مدت درجه سانتی 80درصد از فعالیتش را در دماي  80باشد، می

کند، این آنزیم دقیقه کاهش پیدا می 5درجه به مدت  85درصد در دماي  25اش سرعت نسبی

گلوکاناز  3،1-بتا  ،)2015(چنگ و همکاران،  باشددرصد فعال می 40درجه  90همچنین در دماي 

 54باشد و  گراد میسانتیدرجه 80بهترین فعالیتش در دماي    Bacillus subtilisحاصل از باکتري 

گلوکاناز  3،1-بتا)، 2013(مسیمالانی و همکاران، دارد میدقیقه نگه 60درصد از فعالیتش  را در مدت 

باشد و گراد میي سانتیدرجه 50بهترین فعالیتش در دماي  Bacteroides succinogenesحاصل از 

 دهددرصد از پایداري خودش را از دست می 50 گرادسانتی درجه 60دقیقه در دماي 10آنزیم بعد از 

جداسازي و  Streptomyces sioyaensisاز گلوکاناز  3،1-بتا آنزیم همچنین )،1988(ارفتن و همکان، 

دقیقه داراي  5به مدت گراد سانتیدرجه  70بیان گردید این آنزیم در دماي   E. coliدر میزبان بیانی 

 Streptomycesشده از خالصگلوکاناز  3،1-بتا آنزیم)، 2002(هونگ و همکاران،  بهترین فعالیت بود

sioyaensis خالص  گلوکاناز 3،1-بتا . آنزیمگراد بودي سانتیدرجه 50ر دمايداراي بهترین فعالیت د

با این حال این آنزیم  باشد،درجه می 50داراي بهترین فعالیت در دماي  Arthrobacter spشده از 

این در  )،2004(پنگ و همکاران، باشد درجه بعد از دو ساعت نمی 50قادر به حفظ پایداري در دماي 

قادر به حفظ پایداري و ) CohLam(گلوکاناز ایزوله شده در این تحقیق  3،1-حالی است که آنزیم بتا

  باشد. ساعت نیز می 5درجه بعد از  50فعالیت در دماي 
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باکتري  گلوکاناز ایزوله شده از 3،1-بتاآنزیم دهد که نشان می ،تحقیق حاضر آمده از نتایچ به دست

باشد این گراد از بیشترین فعالیت نسبی برخودار میدرجه سانتی 60تا 40گرمادوست کوهنلا در دماي 

ند، گراد حفظ کسانتیدرجه 50ساعت در دماي 5درصد از فعالیتش را بعد از  50تواند آنزیم می

- درصد می 25به  دقیقه 90مدت  گراد بهدرجه سانتی 70در دماي  اشهمچنین این آنزیم پایداري

نزیم در صنایع آو همچنین کاربرد این  ایداري این آنزیم در دماهاي بالابنابراین با توجه به پد. رس

جو و تخمیر و همچنین ي آبتوان از این آنزیم در صنایع تهیهي دام و طیور، میي تغذیهتخمیر و تهیه

اگرچه بهترین  کرد.و دماي بالا است استفادهکه نیاز به فشار بالا ي دام و طیور نیز ي تغذیهدر تهیه

باشد. در تحقیق حاضر گراد میسانتیدرجه 45-55ي دمایی گلوکانازها  محدوده 3،1-دما براي بتا

 40نیز فعال است ، اما این آنزیم در دماي کمتر از  50مشخص شد که بتاگلوکاناز در دماي بیشتر از 

است به با چنین موردي در تحقیقی دیگر نیز گزارش شدهتر است، مشاگراد پایداردرجه سانتی

  ).2006(لیلاسوپاکول و همکاران، 

چنین اند. همها شدهشو، جزئی از شوینده، سلولازها به منظور اهداف شست1990ي از اوایل دهه

رو براي شوند. از اینکننده نیز در این صنایع استفاده میکننده و نرمسلولازها به عنوان عوامل روشن

 ي دام و طیور، صنایع کشاورزي(کنترل بیولوژیک)تغذیه استفاده از سلولازها به عنوان عوامل شوینده،

کننده و اکسیدکننده آنزیم باید بتواند در دماي بالا فعال، تحت شرایط قلیایی پایدار و به عوامل دناتوره

بررسی گردید.  5/12تا  5/1ي حدودهروي فعالیت آنزیم در م pHاثر  هاي آلی مقاوم باشد.و حلال

باشد. داراي بیشترین میزان فعالیت می 5برابر با   pHدهد که آنزیم در پروفایل فعالیت آنزیم نشان می

 90بعد از  5/8 تا pH 4 درصد را از 90توانایی نگه داشتن فعالیتش در بالاي  گلوکاناز 3،1 -بتا این

درصد فعالیت خود را حفظ  70دقیقه  90بعد از  5/9برابر با  pHباشد. این آنزیم در میدارا دقیقه را 

 pHباشد، این آنزیم در درصد پایدار می 1درصد و  20به ترتیب  5/11، 5/10هاي  pHکند و در می

ا ساعت ت 4بعد از  7برابر با  pHباشد، همچنین در درصد فعال می 100ساعت نیز  5بعد از  5برابر با 
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بهینه برابر با   pH داراي Arthrobacter spگلوکاناز حاصل از  3،1- بتااندو .باشددرصد فعال می 80

حاصل  گلوکاناز 3،1- بتا آنزیم )،2004(پنگ و همکاران،  باشدمی 8تا  pH 5 و پایداري بین  5/6

ي دماي این باشد، بهینهداراي بیشینه فعالیت خود می 5برابر با  pH در  Trichoderma harzianumاز

- بتادیگر روي اندو یدر تحقیق)، 2007مارکو و فلیکس، (ديباشد گراد میي سانتیدرجه 50آنزیم 

 که بهترین فعالیت در  نشان داده شد Lysobacter enzymogenes گلوکانازنوترکیب حاصل از  3،1

pH در گزارشی مشابه  ،)2003کوبایاشی، (پائولو و باشد گراد میسانتیدرجه 45و دماي  5/4برابر با

- درجه 50برابر با  pHبهترین فعالیتش در دما و   Aspergillus nigerاندوبتاگلوکاناز حاصل از  نیز

 6-5برابر با    pHو  50اش در دماي بالاتر از باشد، این آنزیم قادر به حفظ پایداريمی 5گراد و سانتی

  ).2012و همکاران، (فام درصد است  60و  80به ترتیب تا 

  pHبیشترین فعالیت را در   Talaromyces emersonii Thermophilicبتاگلوکاناز ایزوله شده از  

(ونگ و همکاران،  باشدگراد میسانتیدرجه 70دارد همچنین بهترین فعالیتش در دماي  5/4برابر با 

-بتادر واقع بیشتر اندو است، تحقیقه آنزیم مورد بررسی در این در واقع تا یک حدي مشابه ب ،)2014

- گزارش شده همینطور  دنباشبرابر با خنثی و اسیدي می pHداراي فعالیت بهینه در  گلوکانازها 3،1

  ).2006(لیلاسوپاکول، اسیدي دارند  pH است که بتاگلوکانازها بیشترین فعالیت را در

 3،1-این پژوهش نسبت به سایر بتا گلوکاناز گرمادوست 3،1-بتاخصوصیات بیوشیمیایی به طور کلی 

گراد ي سانتیدرجه 60- 40و در دماي  است تفاوتی چندانی نداردهگلوکانازهایی که گزارش شد

ي بالایی در دماهاي بالا دارد گلوکانازها پایدار 3،1- نسبت به سایر بتاهمچنین بهترین فعالیت را دارد 

 3،1-ساعت نیز فعال است، این آنزیم مانند سایر بتا 5گراد تا سانتیدرجه 70که در دماي طوريبه

گلوکاناز  3،1-باشد لازم به ذکر است مزیت بتامی 6-4برابر  pHگلوکاناز بخش اعظمی از فعالیتش در 

  هاي قلیایی نیز است و این امر یک امتیاز برتر این آنزیم است.pHاین تحقیق قادر به انجام فعالیت در 
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 6-4برابر با pH هاي گرمادوست نیز گلوکانازها در باکتري 3،1-بتاگزارش شده در مورد  pHبیشترین 

ي آبجو و مالتتوان از این آنزیم در صنایع تهیههاي قلیایی می pHو باتوجه به پایداري در  باشدمی

گلوکاناز در این  3،1-بتاهاي مربوط به چنانچه در بررسینمود، و فرآیندهاي تخمیري استفاده گیري

بنابراین آنزیم ایزوله شده در این تحقیق مشابه با تحقیقات دیگري که  گونه بوده است.تحقیق نیز این

ي صنعتی از آنزیم نیاز به مطالعات روي فعالیت و پایداري براي استفاده باشد.است میگزارش شده

هاي مختلف است. تغییرات و حلالها ها، سورفاکتانتهاي فلزي، مهارکنندهآنزیم در حضور یون

افتد ممکن است به علت تغییرات در ها اتفاق میساختمانی که روي ساختمان پروتئین در حضور یون

هاي فلزي محیط واکنش وابسته ها به حضور یونجایگاه فعال آنزیم باشد. فعالیت در برخی از آنزیم

شود. قرار گرفته و باعث فعالیت کاتالیتیکی آنزیم میها یون در جایگاه فعال آنزیم در این آنزیم است.

- میلی 10و 5ها در غلظت شود. در این تحقیق تاثیر کاتیونگفته می ١ها، متالوآنزیمبه این نوع از آنزیم

و زیاد هاي کلسیم، کبالت، منگنز، منیزیم، سدیم و روي تاثیر مولار روي فعالیت آنزیم بررسی شد. یون

درصدي افزایش فعالیت را باعث شدند، در  20نداشتند ولی تا حدود  فعالیت آنزیم اي روي فزاینده

در تحقیق دیگر  گردند.هاي، مس، آهن، پتاسیم و جیوه باعث کاهش فعالیت آنزیم میکه یونحالی

 انجام شده نشان داد که آهن فعالیت آنزیم را کم کرده و کلسیم فعالیت را گلوکاناز 3،1 -بتا روي آنزیم

همچنین در تحقیقی دیگر یون نیکل موجب کاهش )، 2007مارکو و فلیکس، (ديافزایش داده است 

است ذاشتهگیري بر فعالیت آنزیم نثیون نیکل تا حاضراست در حالی که در تحقیق فعالیت آنزیم شده

نقره، تفاوت باریم، هاي نیکل، توان گفت که فعالیت آنزیم در حضور یونمی)، 2012(فام و همکاران، 

مشابه با این تحقیق  ها در جایگاه فعال آنزیم نقشی ندارند.دهد که یون، این نشان میکندخاصی نمی

- ، که میدهندرا افزایش می Ganoderma lucidumهاي کلسیم و منیزیم فعالیت اندوگلوکاناز از یون

در گزارشی ضروري هستند.  هاي دوقطبی کلسیم و منیزیم جهت افزایش فعالیت آنزیمتوان گفت یون

ممکن است  ن افزایش فعالیتاست، ایرا تاحدي افزایش دادهگلوکاناز  3،1-بتانیکل فعالیت آنزیم دیگر 

                                                             
1. Metalloenzyme 
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است ها به علت ثبات ساختار آنزیم که ناشی از تغییرات در اتصال الکترواستاتیکی در حضور این یون

دهند. فعال، تمایل سوبسترا را به آنزیم افزایش می ها احتمالا با ایجاد ثبات در جایگاهباشد. این یون

هاي دهند که موارد مشابه با آن نیز در پژوهشفلزاتی مانند آهن و جیوه فعالیت آنزیم را کاهش می

است. این مهار فعالیت ممکن است به علت اختلال در جایگاه کاتالیزوري آنزیم با قبلی دیده شده

جایگاه فعال باشد. چنگ و  هايمینهآهاي جانبی اسیدبا زنجیرهتشکیل پیوندهاي کووالانت قوي 

- اند که فعالیت آنزیم اندوبتا گلوکاناز با اضافه کردن آهن افزایش میگزارش کرده ) 2001( نهمکارا

هاي شود و از طرفی دیگر غلظتیابد همچنین کبالت و منگنز نیز موجب افزایش فعالیت آنزیم می

در گزارشی دیگر در مورد اثر فلز جیوه بر شود، میدرصدي فعالیت آنزیم  50 بالاي جیوه باعث کاهش

فعالیت آنزیم نشان داد که جیوه قدرت مهار کنندگی زیادي بر فعالیت آنزیم داشته که علت این 

باشد هاي جیوه دار ناشی از اهمیت گروهاي سولفیدریل موجود در فعالیت آنزیم میبازدارندگی یون

- شود بلکه افزایش هم میمینتنها مهار نه EDTAفعالیت اندوگلوکاناز با )، 2000(نودونها و اولهوئا، 

گلوکانازموجود در این تحقیق یک  3،1-بتاکند که احتمالا این اندویابد، این به این موضوع اشاره می

م را مهار کند و به نتوانست فعالیت آنزی  EDTA، در این پژوهش دو غلظت مختلف متالوآنزیم نیست

درصدي از فعالیت آنزیم شده و  20مولار آن قادر به افزایش اندکی حدود میلی 5صورتی که غلظت 

است که مشابه این فعالیت در مورد اندوبتاگلوکاناز مولارش فعالیت آنزیم را تغییر ندادهمیلی 10غلظت 

 35مولار فعالیت آنزیم را تا میلی 5 با غلظت EDTAاست که دیده شده Aspergillus nigerحاصل از 

- داده درصد کاهش  12 آنزیم را تامولار) فعالیت میلی 15ولی غلظت بالاتر ( درصد افزایش داده است

فعالیت آنزیم را به شدت درصد  5، درصد بتامرکاپتواتانول تاثیري بر فعالیت این آنزیم ندارد 1است. 

- علت این کاهش فعالیت هنوز مشخص نشده است چرا که بتامرکاپتواتانول پیوندهاي دي کاهش داد

در  .گرددبرد و منجر به از بین رفتن ساختار تاحدي میها را از بین میسولفیدي موجود در پروتئین

ن ها براي دناتوره کردهاي قطبی و غیر قطبی نیز استفاده گردید، از دترجنتاین تحقیق از دترجنت
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ها ها هستند که در واقع از آنها بخشی از سورفاکتانتگردد.دترجنتها نیز استفاده میگلیکوپروتئین

 (دترجنت غیر یونی)  درصد 20درصد و   10 هايغلظتگردد، میها استفادهبراي تولید شوینده

Tween 20 درصد   20و  10هاي غلظت ،هدرصد کاهش داد 90درصد و  75 به ترتیب فعالیت آنزیم را

Triton x-100  (غیر یونی) که مشابه ، درصد کاهش داد 25را صفر درصد و به ترتیب فعالیت آنزیم

. دترجنت یونی استگزارش شده Aspergillus nigerحاصل از   گلوکاناز3،1 -بتافعالیت در مورد این

)SDS (1 اهش داد، ترنهه و درصدش فعالیت آنزیم را ک 5 کهتاثیري بر فعالیت نداشت درحالیدرصد

هاي فعالیت آنزیم در حضور حلال کند.آنزیم را بلوکه می SDSگزارش کردند که  )2013همکاران (

گریز غیرقطبی روي فعالیت آنزیم هاي آبیابد؛ با این حال حلال(آبگریز قطبی) خیلی کاهش نمی آلی

هاي آلی اثري با این آنزیم در گوتو و نایر گزارش دادند که حلالتاثیر آنچنانی ندارند. رفتاري مشابه 

هاي دارند. فعالیت در حضور حلال P. myriotylumناچیز یا قابل صرف نظرکردن روي اندوگلوکاناز از 

شوند، بنابراین ما از هاي آنزیمی استفاده میکردن سوبستراي آبگریز در واکنشقطبی معمولا براي حل

در گزارشی دیگر نیز  ،)2012(فام و همکاران،  کنیممی بی در این تحقیق استفادههاي قطحلال

(ترینهه و همکاران،  مقاومت بالایی دارند هاهاي آلی و دترجنتاندوبتاگلوکانازها در برابر با حلال

 درصد 60درصد و  40درصد گلیسرول نیز فعالیت آنزیم را به ترتیب تا  20و  10هاي غلظت )، 2013

نداشت اما گلوکاناز  3،1-بتادرصد تاثیري بر فعالیت آنزیم  10ن ول و استومتان است.کاهش داده

درصد  50و  10هاي درصد از فعالیت آنزیم را کاهش دادند، غلظت 25درصد هر دو  20،50هاي غظت

درصد به ترتیب  20و  10ل هیچ تاثیري بر فعالیت آنزیمی نداشتند، ایزوپروپانول نیز در غلظت واتان

 Ganodermaدرصد فعالیت را کاهش دادند. و مشابه این کاهش فعالیت در اندوگلوکاناز از  20و  10

lucidum موضوع احتمالا دلیل این کاهش فعالیت این )، 2015(ماناوالان و همکاران،  شوددیده می

کنند. ي آبی اتصالی آنزیم که براي فعالیتش ضروري است، از آنزیم سلب میها لایهاست که این حلال

نزیم را کاهش آدرصد از فعالیت  10درصد  20تا 10هاي در تحقیقی مشابه متانول و اتانول در غلظت



  

  |۸۰|  ��ث -���م��ل 

 

 
 

است شدهن دادهنشا awamori VTCC-F099، همچنین در گزارشی دیگر بتاگلوکانازي از استداده

 ایزوپروپانول بسیار مقاوم بوده و درصد متانول، استون 10 هايدر غلظتگلوکاناز این پژوهش  3،1-بتا

این گزارشات حاکی از این  اند.تمامی این خصوصیات جهت فعالیت بهینه و موثر آنزیم مناسب .است

(فام  هاي آلی استفاده شوندحلال ها ممکن است براي ترانسگلیکولاسیون در مواد داراياست که آنزیم

تخلیص شده توسط سوبستراهاي مختلف به  گلوکاناز 3،1-بتاتحقیق،  در این ). 2012و همکاان، 

ها نشان آنزیم، مورد آزمایش قرار گرفت. آزمایش بتاگلوکانازيمنظور فراهم شدن درك بهتر از فعالیت 

نیز تا کاه جو  در حضور سوبستراي طبیعیل است، روي لامینارین بسیار فعاگلوکاناز  3،1- بتا داد که

در تحقیقی مشابه نیز و حتی روي برخی از سوبستراها بدون تاثیر است.  درصد فعالیت دارد 25 حدود 

، CMC ،Pustalanگلوکاناز داراي بیشترین فعالیت در حضور لامینارین بوده، در حضور  3،1- بتااندو

Chitin ندو بتا بنابراین با توجه به کاربرد ا )،2005(پنگ و همکاران، باشد فعالیت آنزیم صفر می

و تولید اتانول از طریق هاي زیستی هاي زیستی جهت تولید سوختتوده گلوکاناز در زمینه تجزیه

آنزیم ایزوله  شده در این  توان از آنزیم موجود در این تحقیق استفاده کرد.میتخمیر توسط مخمرها، 

توان سوبستراي طبیعی خودش را تجزیه کند بنابراین با استفاده از یک فرآیند تحقیق تا حدودي می

ات گیاهی و کاه و کلش را به گلوکز و گلوکز موجود توان سلولز موجود در ضایعاقتصادي و مناسب می

تحولی شگرف در صنایع غذایی و تولید  را توسط مخمرها به اتانول تبدیل کرد، که این خود به نوبه

هاي طبیعی خواهد داشت. چه بسا طبق گزارشاتی که شده است در مهندسی پروتئین سعی بر سوخت

هاي نوترکیب گرمادوست که تحمل گرماي زیادي را دارند جهت استفاده در این فرآیند تولید آنزیم

کاربرد باشد و گلوکاناز به نوعی داراي پایداري حرارتی  می 3،1-باشد، در این تحقیق نیز آنزیم بتامی

  هاي زیستی خواهد داشت.زیادي در تولید سوخت

براي این آنزیم مورد بررسی  Kmدهد که هاي سینتیکی آنزیم با سوبستراي لامینارین نشان میبررسی

چنین میزان فعالیت هم  باشد.می 5/112	ml  mol/minµ.حدودVmax و نیز   mg/ml  1628/0برابر با
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که به نام شاخص اختصاصیت نیز شناخته  Kcat/Kmباشد. نسبت می U/mg 1125ي آنزیم برابر با ویژه

 3،1-بتا Kcatي عملکرد دو آنزیم روي یک سوبسترا است. ؛ شاخصی مفید براي مقایسه شودمی

باشد. می 1/324428براي آن،  Kcat/Kmو نسبت  S-1(9/52816(برابر با گاوکاناز موجو در این تحقیق 

- که یک آنزیم موثر در تخریب مواد گیاهی از خانواده Clostridium Thermocellumاندوگلوکانازي از 

، Kmهاي سینیتیکی چون ) داراي ویژگی9اي مشابه با آنزیم مورد تحقیق( یعنی گلیکوزید هیدرولاز

Vm، Kcat  وKcat/Km  مولار،میلی 14/7به ترتیب mol/min/mgµ 4/52 ،85/632  ،بر  34/7بر ثانیه

هاي بدست آمده از این آنزیم نشان داد که ویژگی). 2015(حاق و همکاران،  باشدمی 63/88دقیقه و 

باشد. همچنین در گزارشی که از یک فناوري میاین آنزیم، آنزیمی جالب براي کاربردهاي زیست

و  Km ،8/2 است که مقداربه دست آمده است، نشان داده Pyrococcus furiosusي گرمادوست سویه

باشد که مقدار ثابت میکائیلیس این آنزیم در مقایسه با می 1037ي این  آنزیم نیز فعالیت ویژهمقدار 

در هاي مناسبی براي آنزیم ) که از ویژگی1628/0آنزیم موجود در این تحقیق خیلی کمتر است(

ر میزان این ثابت کمتر باشد میل آنزیم به تجزیه سوبسترا بیشتر باشد چرا که هر چقدصنعت می

است، چرا که هر چه مقدار ثابت میکائیلیس منتن کمتر باشد میل ترکیبی آنزیم جهت اتصال به 

، 56/3برابر با   Kcat و مقدار 9/0برابر با   Kmاي دیگر مقدار در مقایسهسوبسترا بیشتر خواهد بود. 

گونه گزارش نیز این  Turn over  numberباشد. در مورد عدد می  39/3نیز برابر با  Kcat/Kmنسبت 

سوبسترا را به محصول تواند مقدار زیادي از ثانیه می 1چه قدر بیشتر باشد آنزیم در شده است که هر

در گزارشی مشابه به تحقیق ما که  9/52816بدیل کند که این عدد در آنزیم این پژوهش محصول ت

 71628/0نیز برابر با  Kcat، مقدار  8/3برابر با   Kmگزارش کردند مقدار )  2001خاتانی و همکاران (ال

عدد بسیار زیادي  Kcat   مقدار تحقیق این ، ولی در مقایسه با )2001(الناقی و همکاران،  باشدمی

میکائیلیس منتن آنزیم ایزوله شده در این  کند،ثابتمیاست و مزیت بالاي این آنزیم را گزارش 

باشد خیلی مناسب است زیرا آنزیم در کمترین مقدار ممکن سوبسترا نیز می 1628/0تحقیق برابر با 
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گلوکاناز موجود در این تحقیق  3،1- بتاي عمر آنزیم نیمه .باشدقادر به هیدرولیز و فعالیت خوب می

در دقیقه  3/1725، این آنزیم بعد از باشدگراد  میسانتیدرجه 40در دماي   دقیقه  3/1725 برابر با

 )2011ی مشابه جونیو کوتا و همکاران (در تحقیقشود. گراد فعالیتش نصف میسانتیدرجه 40 دماي 

(کوتا و همکاران،  باشدمی 577درجه برابر با  90عمر این آنزیم در دماي گزارش که شد که نیمه

در  U/mg (1125همچنین میزان فعالیت ویژه آنزیم ایزوله شده در این تحقیق برابر با( .)2011

  U/mg ) برابر با1384مقایسه با بتاگلوکاناز خالص شده از قارچ تریکودرما توسط نوشین بهرامسرایی (

 ، این مقدار بسیار زیاد است. 07/22

 3،1-موجود در این پژوهش نسبت به سایر بتاگلوکاناز ایزوله شده از باکتري بومی کوهنلا  3،1-بتا

 pHباشد، مقاومت و پایداري در دماي بهینه و پایداري در شرایط هایی میگلوکانازها داراي مزیت

هاي آلی و باشد، پایداري صد درصدي این آنزیم  در برابر حلالقلیایی نیز مزیت این آنزیم می

ها ها و یونآن در حضور مواد شوینده، دترجنت همچنین پایداري نسبی آن و عدم کاهش فعالیت

  گردد.منجربه مزیت بالاي این آنزیم در صنایع فوق ذکر می

  پیشنهادات

تولید انبوه این ، با استفاده از کریستالوگرافی اشعه ایکسگلوکاناز  3،1-بتاتعیین ساختار سوم آنزیم 

ایجاد جهش در جایگاه فعال و دستیابی به انجام مطالعات مولکولی و ، هاي فرمانتورآنزیم در سیستم

پاشی کپسوله کردن این آنزیم جهت پایداري بیشتر آن و محلول، هاي بهتر در صنعتآنزیمی با قابلیت

هاي آن،  جهت استفاده از آن به عنوان یک عامل کنترل بیولوژیک  در گیاهان آلوده به بیماري

 - ي آن با سایر بتاتر بر روي آنزیم و مقایسهکی گستردهبررسی و انجام مطالعات بیوانفورماتی، قارچی

گلوکاناز در  3،1-بررسی گسترده تر ساختار دوم آنزیم بتا، هاي گرمادوست باکتریاییگلوکاناز 3،1

حضور ترکیبات دناتوره کننده و شرایط محیطی که باعث تغییراتی در ساختار ثانویه و ساختار سوم 
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ي بیشتر از بر روي بسترهایی نانو ذره و سیلیکا، که منجر به استفاده تثبیت آنزیمشود، آنزیم می

  گردد.آنزیم، پایداري، کاهش هزینه در تولید و مصرف آنزیم می
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گلوکاناز که در مواد و  3،1- و سینتیکی بتا ي پارامترهاي بیوشیمیاي هاي خام مربوط به محاسبهداده 

  ذکر شده است.ها گزارش شد در جداول زیر روش

  .1ضمیمه 

  )pH profileبهینه ( pHو بدست آوردن   آنزیم فعالیت روي بر pH اثربررسی . 1جدول

% activity  میزان جذب درOD 540 nm(سه تکرار) pH 
2.810568 0.05 0 0 1.5 
16.86341 0.3 0 0.03 2.5 
84.31703 1.5 1.7 1.7 4 
98.08881 1.745 1.841 1.751 5 
96.68353 1.72 1.73 1.777 6 
96.68353 1.72 1.733 1.7 6.5 
94.5475 1.682 1.704 1.741 7 

91.79314 1.633 1.543 1.432 7.5 
44.96908 0.8 0.9 1.572 8.5 

10.905  0.194  0.317  0.369  9.5 
0  0  0  0  10.5 
0  0  0  0  11.5 

2.810568  0.05  0  0  1.5 

 

  . 2ضمیمه

  و بدست آوردن دماي اپتیمم Temperature Profile)روي فعالیت آنزیم (تأثیر دما . 2جدول 

% activity  میزان جذب درOD 540 nm(سه تکرار)  دما(C) 

0 0 0 0 0 
36.53916 0.731 0.574 0.497 10 
61.98179 0.811 0.969 0.955 20 
77.57377 1.315 1.111 1.222 30 
107.4171 1.139 1.732 1.669 40 
100.5683 1.499 1.533 1.543 50 
83.28597 1.263 1.284 1.258 60 
75.75956 1.11 1.111 1.211 70 
60.15301 0.932 0.899 0.932 80 
13.84335  0.7 0.3 0 90 
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 . 3ضمیمه 

  در طول زمان )Temprature Stability(بررسی پایداري آنزیم در دماهاي مختلف. 3جدول

% activity  میزان جذب درOD 540 nm(سه تکرار)  دما(C) 

96.93381 1.711 1.695 1.589 10 
99.99998 1.695 1.727 1.731 20 
98.44749 1.709 1.67 1.694 30 
99.67008 1.702 1.714 1.72 40 
99.68948 1.709 1.711 1.717 50 
77.54704 1.287 1.317 1.392 60 
34.32951 0.6 0.547 0.622 70 
13.56491 0.233 0.233 0.233 80 
10.59577 0.235 0.234 0.077 90 

  

  

  

  . 4ضمیمه 

 

  Vmaxو  kmهاي مختلف سوبسترا بر سرعت واکنش جهت محاسبه پارامترهاي کینتیکی بررسی تاثیر غلظت. 4جدول 

  (mg/ml)هاي مختلف سوبستراي لامینارین غلظت (سه تکرار)OD 540 nm میزان جذب در 

 
0 0 0 0 

0.423 0.433 0.444 0.06 
0.93 0.945 0.92 0.125 
1.55 1.511 1.535 0.25 

1.764 1.775 1.77 0.5 
1.803 1.741 1.768 1 

  

  

  

  

  



  

از با��ری  گ�وکا�ز ۳و۱-�تا��سا� سازی و �یان و خا�ص سازی  و ����ن ��و�یات ��و���یا�ی ژن �د ��نده ی آ��م 

  �ما� �نا�یان - ��Cohnella.A01و��ل �و�ی 
|۸۸|  

 

 
 

  .5ضمیمه 

  گلوکاناز 3،1-. بررسی اختصاصیت سوبسترایی آنزیم بتا5جدول

% activity  میزان جذب در OD 540 nm(سه تکرار) سوبسترا  

100 1.551 1.583 1.541 Laminarin 
0 0.0 0 0  Pullulan 
0 0.0 0 0.1 xylan 
1 0.00 0.02 0.01 chitin 

6.132622 0.156 0.0307 0.1 Pustallan 
0 0 0 0 polygalactronic acid 

25.71124 0.403 0.4 0.399 Barley straw 
0.3 0.13 0.11 0.21 CMC(high viscosity) 
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Abstract 

Beta-(1→3)-glucanases (EC3.1.2.39), also known as laminarinases, are diverse family 

of enzymes that are involved in hydrolysis (GH16) of O-glycoside linkages in β-(1→3) 

glucans with diverse range of applications from agriculture to pharmaceutical industries. 

Here, a CohLam    gene (accession No. KX013442) was isolated from Cohnella. A01, 

cloned and heterologously expressed in E. coli. The recombinant laminarin degrading 

enzyme (~ 47 kDa) had its highest activity at 50 ˚C (pH = 6) and sustained 70% of its 

activity following incubation at 50 ˚C for 5 h. The recombinant enzyme had Km, Vmax, 

kcat, and  kcat/km  values of  0.1628 mg/ml, 112.5 U.ml-1, 52816.9 S-1, and 324428 in the 

presence of laminarin, respectively. The enzyme half-life was 1725.3 min at 50 ˚C. The 

enzyme remained active in 1% (w/v) SDS and kept up to 50% of its activity in ethanol, 

methanol, and acetone. In vitro bioassay of enzyme was illustrative of growth 

retardation of Phytophthora sp., a phytopathogen.  

Keyword: Beta-(1→3)-glucanase, Cohnella A01, Phytophthora sp. 
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