
أ



ب

 علوم دانشكده

 شناسي گروه زيست

 شناسي گرايش فيزيولوژي گياهي ارشد در رشته زيست كارشناسي درجه اخذ نامه جهت پايان

 عنوان

باسيلوس جدا شده از محصولات بومي هاي آنزيم بتاگلوكاناز در سويهي كدكنندههاي بررسي تنوع ژن

 باغي كشور-زراعي

 نگارش

 پهلوان شعله ده

 استاتيدراهنما

 دكترجليل خارا

 دكترمريم هاشمي

 استادمشاور

 مريم موسيوند دكتر

 1392آذرماه

و .محفوظ است نامه براي دانشگاه اروميه تكثير مطالب اين پايا حق چاپ



ج

 فهرست مطالب

 صفحه عنوان

 مقدمه: فصل اول

3زيست توده گياهي.1-1

4ساختار سلولز.1-2

6انواع سلولاز.1-3

8بتاگلوكانازها.1-4

9اهميت مطالعه آنزيم بتاگلوكاناز.1-5

10سوبسترا.1-6

11فعاليت بتاگلوكانازها در گياهان.1-7

12بتاگلوكانازهاانواع.1-8

14بندي سلولازهاطبقه.1-9

14ساختار سلولازها.1-10

15هيدرولازهادهاي گليكوزيخانواده.1-11

15گليكوزيدهيدرولاز5يخانواده.1-11-1

16گليكوزيد هيدرولاز6يخانواده.1-11-2

16گليكوزيد هيدرولاز8يخانواده.1-11-3

17گليكوزيد هيدرولاز9يخانواده.1-11-4

18گليكوزيد هيدرولاز45يخانواده.1-11-5

1-12.Bacillus 19

Bacillussubtilis 19گونه.1-13

20بررسي تنوع.1-14

20تنوع ژنتيكي.1-14-1

20هاي ارزيابي تنوع ژنتيكيروش.1-14-2

21بيولوژي مولكولي آنزيم بتاگلوكاناز.1-14-3

21ي آنزيم بتاگلوكانازژنهاي كدكننده.1-14-3-1

22گلوكاناز باكتريايي4و1-3و1بياني از بتا.1-14-3-2

22هاتنظيم بيان ژن در باسيلوس.1-14-3-2-1



د

23بيان هترولوگ.1-14-3-2-2

23خصوصيات بيوشيميايي آنزيم بتاگلوكاناز.1-14-4

24روش سطح پاسخ.1-15

25اهميت وضرورت انجام تحقيق.1-16

25هدف از انجام پژوهش.1-17

26ها واصطلاحات تخصصيتعريف واژه.1-18

ها مواد وروش:فصل دوم

جدا شده از برخي مزارع وباغات ميوه بر اساس توانايي توليد آنزيم.Bacillusspهاي باكترياييسويهغربال.2-1

 بتاگلوكاناز

28

29هاي منتخببتاگلوكاناز در جدايهمولكولي ژن كد كننده آنزيمرديابي.2-2

31ژنومي با استفاده از كيت استخراجDNAاستخراج.2-3

33استخراج شدهDNAگيري غلظتاندازه.2-3-1

33استخراج شدهDNAارزيابي كيفيت.2-3-2

و مولكوليهايبا استفاده از روشمنتخبهايشناسايي جدايه.2-4 16S(بيوشيميايي rDNA(34

35به منظور تكثير ژن بتاگلوكاناز)PCR(اي پليمرازواكنش زنجيرهانجام.2-5

38قطعات تكثير شده با استفاده از كيت)ريكاوري(بازيابي.2-5-1

40تعيين توالي.2-5-2

40آناليز فيلوژنتيكي.2-5-3

40توليد آنزيم بتاگلوكاناز.2-6

42گيري كمي فعاليت آنزيميمواد مورد استفاده در اندازه.2-7

42معرف دي نيترو ساليسيليك اسيد.2-7-1

و فسفات.2-7-2 43بافرهاي سيترات

43گلوكزمنحني استاندارد.2-8

و شرايط بهينه فعاليت آنزيم بتاگلوكانازجدايهتعيين ويژگي.2-9 44هاي منتخبهاي كاتاليتيكي

44بتاگلوكانازگيري فعاليت آنزيماندازهروش.2-9-1

45هاي منتخبجدايهبتاگلوكانازتعيين كمي فعاليت آنزيم.2-9-2

46به روش سطح پاسخهاي منتخبجدايهبتاگلوكانازتعيين شرايط بهينه فعاليت.2-10

47سازي به روش سطح پاسخهاي حاصل از بهينهتائيد صحت مدل.2-11



ه

48 هاي منتخب در دماهاي مختلف جدايه بتاگلوكانازبررسي پايداري آنزيم.2-12

48هاي مختلفpHهاي منتخب درجدايهبتاگلوكانازبررسي پايداري آنزيم.2-13

و مواد شيميايي بر فعاليت آنزيم.2-14 و يا القاكنندگي عناصر فلزي بتاگلوكانازبررسي تاثير خواص مهاركنندگي

 هاي منتخب جدايه

48

49هاي متفاوت سديم كلريدبررسي پايداري فعاليت آنزيم در غلظت.2-15

49هاي منتخب در حضور اتانولسويهبتاگلوكانازبررسي پايداري فعاليت آنزيم.2-16

49لچيننهاي مختلف سوبسترايهاي منتخب در غلظتبررسي ميزان فعاليت آنزيم بتاگلوكاناز جدايه.2-17

و.2-18 49زسلولمتيلكربوكسيسنجش ميزان فعاليت آنزيم بتاگلوكاناز با استفاده از سوبستراي بتاگلوكان
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Bacillus subtilis S7e  67بتاگلوكانازبر فعاليت آنزيم)NaCl(بررسي تاثير سديم كلريد.3-8-2-3
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109هاي متفاوتpHدرH14dسويههايبتاگلوكانازفعاليت آنزيميبررسي پايداري.3-8-8-1

Bacillus subtilis K2b110بتاگلوكانازآنزيمفعاليتبهينهسوبسترايغلظتو pHدما،تعيين.3-8-9

115هاي متفاوت pHدرK2bسويههايبتاگلوكانازفعاليت آنزيميبررسي پايداري.3-8-9-1

115در دماهاي مختلف Bacillus subtilis K2bبتاگلوكانازفعاليت آنزيمبررسي پايداري.3-8-9-2

Bacillus subtilis K2b116بتاگلوكانازبر فعاليت آنزيم)NaCl(بررسي تاثير سديم كلريد.3-8-9-3
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ودرBacillus subtilisهاي منتخبجدايهبررسي ميزان فعاليت آنزيم بتاگلوكاناز.3-9 سوبستراهاي لچينن

و  سلولز متيل كربوكسي بتاگلوكان
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120هاي مختلفسنجش آنزيم با سوبستراي لچينن در غلظت.3-10
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:چكيده

در4و1 هاي گليكوزيدي بتا اعضاي خانواده گليكوزيد هيدرولازها بوده كه هيدروليز پيونداز زهابتاگلوكانا را

مي بتاگلوكان درتهاي اسيد آمينه نواحي كاتاليها براساس شباهت تواليآنزيماز اين گروه. كنند ها كاتاليز 15كي خود

ژن هدف،در اين پژوهش.اندبندي شده هيدرولازها گروه خانواده گليكوزيد86خانواده از هاي كد كننده تعيين توالي

و طبقهآنزيم  تعيين شرايط بهينه كاتاليتيكيو هاي مورد بررسي بر اساس نوع خانواده آنزيمي بندي سويه بتاگلوكاناز

به روش سطح پاسخ آنزيم و Bacillus subtilisاز سويه27در اين بررسي.بود هاي توليدي  جدا شده از باغات

غبتاگلوكانامزارع كشور بر اساس توانايي توليد آنزيم و با استفاده از پرايمرز،  ژن آنزيم هاي اختصاصي،ربال شده

و در پايگاه اطلاعاتيگلوكاناز تكثير، بتا شد NCBIتعيين توالي وآناليز توالي. ثبت رسم درخت هاي به دست آمده

شد Mega.4و vector NTIافزار فيلوژني با استفاده از نرم ژن. انجام 4و1 بتاهاي اندومقايسه توالي آمينواسيدي

ژنهاي مورد بررسي نشان داد كه تمام جدايهگلوكاناز در جدايه به ترتيب در خانوادهها داراي و هاي هاي مذكور بوده

مي16و5 هيدرولازهاي گليكوزيد مطهمچنين جدايه.گيرندقرار  گليكوزيد هيدرولازها5خانواده العههاي مورد

در4و1اسيدي ژن اندو بتابراساس تنوع در توالي آمينو  همچنين فعاليت آنزيمي،.بندي شدند گروه طبقه11گلوكاناز

در سويه30هاي توليد شده توسط آنزيم درجه70و30،55تيمار دمايي3كه فعاليت آنزيمي بهتري داشتند را

در سانتي و ،S7e،T37a،K2b سويه8اساس نتايج حاصلهبر.مورد بررسي قرار گرفتpH6/4 گراد

K36p88،H14h،H14d،D3dوB5dو براي تعيين شرايط، گياه ميزبانتنوع با توجه به دامنه فعاليت آنزيمي

وبتاگلوكانابهينه فعاليت  و زي به روش سطح پاسخ غلظت سوبستراوpHبا متغيرهاي دما، با طرح مركب مركزي

به نتايج حاصل.مورد مطالعه قرار گرفتند وS7e،T37a،K36p88،H14h،H14d،D3d هاي سويه با توجه

B5d درpHبه و نزديك و رنج دماي اسيدي K2bسويه.گراد اپتيمم فعاليت را داشتند درجه سانتي65-35خنثي

در برخلاف سويه و بازدارنده فعاليت.قليايي نيز فعاليت قابل قبولي را داشتpH هاي فوق بيشترين اثر فعال كننده

به  به ترتيب مربوط در مورد بررسي هاي سويههايزبتاگلوكانا. مولار بود ميلي10و جيوه در غلظت منگنزآنزيمي

بر زيادي درصد تأثيري5حضور اتانولوداشتند آنزيمي را كاهش شديد فعاليت هاي مختلف سديم كلريد غلظت

.ها نداشتفعاليت آنزيم

 شرايط اپتيمم، روش سطح پاسخ، طرح مركب مركزي بتاگلوكاناز، باسيلوس سابتيليس،: كلمات كليدي
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اش به گياه استحكامل ساختار ويژه

نام اين تركيبات پيداست،همانطور كه از

ه طور عمده شامل سلولز،بليگنوسلولز

هاي زيست تودهدر البته.دارند حضور

را%90ه وزن خشك ليگنوسلولز

آن پليمرِ سلولز در غلافي از كه در

 را از هجوم سلولازها در امان نگاه

ي سلولز به قندهاي سادهيِ تجزيه دشوار

هاي كارگيري برخي روشو نيز به

حاصل(و قابل تخمير يعني گلوكز

 
1Lignocellulose
2Lignin 
3Cellulose 
4Cellulases 

3

ه گياهي

مي ها داراي ديواره خلاف ديگر سلول باشند كه به دليل اي

همانطو. ساخته شده است1نام ليگنوسلولز سلولي از تركيباتي به

ميي ليگنوسلولز بخش عمده ليگنوس.دهند ها را تشكيل

در آن حض 50:25:25 هاي است كه اين سه تركيب به نسبت

كل، مواد متفاوت است اين سه ماده نزديك بهاما در

(Dehkhoda.اي است طور ساده، ليگنوسلولز مانند شبكهبه

ر هميهاي لايه.است پيچيده شده و ليگنين، سلولز سلولز

هاي سلولزي نيز بر دشوارهاي فراوان ميان زنجيجود پيوندو

)4سلولازها(ي سلولز هاي تجزيه كننده گيريِ آنزيم به كار

و هميشود كه موجب مي وسلولز به قند سلولز هاي ساده

.(Carpita, 1993) شوند)سلولزي حاصل تجزيه(گزيلوز

ليگنوسلولز توده زيستاز شمائي.1-1شكل  

زيست توده.1-1

 ليگنوسلولز

خولسل هاي گياهان بر

ي سلو ديواره. بخشد مي

دو3و سلولز2ليگنين

نين اسو ليگزسلول همي

گوناگون، نسبت اين

,odaدسازن مي 2008) 

و ليگنين پي همي سلولز

.)1-1شكل( دارند مي

با اين همه،. افزايد مي

و شيميايي، مو فيزيكي

گزيلوو)ي سلولز تجزيه
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 ساختار سلولز.1-2

و٪33 سلولز همي،%40 سلولز طوريكهبه.هستند گياهان سلولي ديواره اصلي هاي بخشنليگنيو سلولزيهم،سلولز

,.Kelmm et al( دهندمي تشكيلرا گياه خشك وزناز٪23 ليگنين و در دسترس.)2005 ترين سلولز فراوانترين

مي4× 1010آنكربوهيدرات گياهي است كه ميزان تقريبي سنتز ساليانه  ,.Kelmm et al) باشد تن در سال 2005).

مي ها، علف ها، سلولز يك سوم وزن درخت و كاه را شامل هرچند سلولز توليد شده در گياهان عالي.شودني

و جلبك  موجوداتاما؛نددر چرخه كربن از بيشترين اهميت برخوردار Cladophoraهاي ها مانند گونه فتوسنتتيك

بييحيوانات، Acetobacter xylinumي باكترمثلزيغيرفتوسنت و ها، كپكمهرگان دريايي، قارچمانند هاي لعابي

ميآميب ,.Zhang and Lynd, 2005 ; Irwin et al) شوندها نيز از توليدكنندگان سلولز محسوب 2000).

و جلبك سلولز در قارچ به تنهايي وجود دارد اما در گروه گياهان ها عالي در تركيب ليگنوسلولز همراه مواد ديگري ها

ت از قبيل ليگنين مي كه نسبت به سلولز كمتر ميباشد از درصد15تا10. گيرند حت تأثير تجزيه بيولوژيكي قرار

و و مابقي از سلولز تشكيل شده استآن از همي%25-30ليگنوسلولز از ليگنين ,.Kumar et al). سلولز 2008) 

ميگنين موجبل هاي اساسي در ارتباط با مكانيزم تجزيه سؤال. شوديمحافظت از سلولز در برابر حملات ميكروبي

و تعداد زيادكه در اين زمينه وجود دارند عوامل متعددييموانع. ليگنوسلولز وجود دارد مانند پيچيدگي سوبسترا

.(Kinghorn and Turner, 1992)باشندمي مؤثريها آنزيم

مياي است كه در طبيعت سلولز مولكول ويژه و در مرحله بيوسنتز بطور خودبخود تجمع شواهدي. يابدساخته شده

كه  ميوجود دارد ميمولكول، تجمع سلولز سلولزهاي همراههميدهد نشان ,.Lynd et al).كنند را تنظيم 2002)

كوچك تشكيل شده است كه چندين هاي بصورت رشته ساختار سلولز شبيه يك طناب است كه از تعداد زيادي زنجيره

ميرشته به منظور تشكيل رشتهريز در.)2-1شكل( يابندهاي بزرگتر سلولزي با يكديگر تجمع واحدهاي تكرارشونده

كه مولكولساختار سلولز، سلوبيوزهاي بدون آب آب مجاور در آن نسبت به همسايه خود اند  180هاي گلوكز بدون

مي. محور اصلي چرخش دارندحول درجه كه تعداد متوسط سلولز را اغلب با درجه پليمريزاسيون توصيف كنند
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 در سلولز طبيعيDPدهند مقدار متوسطنمايش مي5 (DP)و با علامت گويندميهاي گلوكان در مولكول را باقيمانده

و بطور متوسط 14000تا1000بسته به منبع آن بين .(Kinghorn  and Turner, 1992) است 3500 واحد گلوكز

مي زنجيره و بين مولكولي محكم و صفحات حاصل روي يكديگر هاي سلولز توسط پيوندهاي ئيدروژني داخل شوند

و توسط پيوندهاي ضعيف واندروالس بين صفحه ميقرار گرفته ها سپس اين لايه،يابنداي در كنار يكديگر استحكام

,.Irwin et al) كريستالي را شكل دهندفشرده شده تا شبكه  وا.(2000  قع سلولز يك هوموپليمرخطي متراكمدر

و حاوي دو ناحيه بسيار كريستاليمي كه از نظر ساختاري ناهمگن است با باشد و نواحي ساختاري نظم با نظم زياد

شكل(كمتر  ,.Voutilainen et al)تاس) بي 2008 ; Baldrian and Valascova, 2008).

 هاي سلولز ساختار رشته.2-1شكل

؛ (Baldrian  and Valascova,  2008)است آن ساده با اينكه ساختارشيميايي.كريستاليزه است%70طبيعي سلولز

و وزن مولكولياما ويژگي و.(Nutt, 2006) است بسيار متغيرآن هاي فيزيكي آن مانند درجه كريستاليزه بودن تجزيه

ميXتحليل پراش پرتو  ,.Kumar et al) دهداز ساختار كريستالي سلولزها نشان هاي داخل طرح اتصال.(2008

و شكل پيوندهاي فرم بسته مولكولي، .(Nutt, 2006)اي شود تواند منجر به اشكال بسيار پيچيدهمي يدروژنيهبندي

به حدودي شناخته شدهسلولزيهاي گذشته تعداد ساختارهاي كريستالطي سال عدد افزايش 230از چندين مورد

سرعت هيدروليز آنزيمي سلولز شديداً تحت تأثير درجه كريستالي آن قرار.(Zhang and Lynd, 2005)يافته است 

 
5Degree of Polymerization 
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و آنزيمي بسيار مقاوم است در حاليكه سلولز بي هيدروليز تر شكل بسيار سريعدارد شكل كريستالي به تجزيه ميكروبي

,.Kumar et al)شودمي  رقيق هايقلياييو اسيدهاآب،در. است رنگ سفيد خالص سلولز بصورت. (2008

 كلريد محلول در سلولز). سولفات مس آمونياكي محلول(است6شوايتزر محلول حلال آن بهترينو بوده نامحلول

و سولفوريك اسيد كلريدريك، اسيد روي در  اسيدهاي بوسيله آن تدريجي هيدروليز.دشوميحل غليظ سود غليظ

 كندتوليد مي گلوكزD-هايمنحصـراً مولكول آن نهـايي هيدروليز. كندمي سلوبيـوز ساكاريددي توليـد معدنـي،

(Miyamoto, 1997).

 انواع سلولاز.1-3

و شامل قارچهاي مختلفبه وسيله ميكروارگانيسم)سلولازها(كننده سلولز هاي تجزيه آنزيم مي باكتري ها . شوند ها توليد

مي اين آنزيم به غشا ها به صورت خارج سلولي، داخل سلولي يا متصل هر سيستم سلولاز خود.توليد شوند توانند

سه آنزيم اصلي است مجموعه  مجموعه آنزيم بنديامروزه دسته.(Jorgensen and Olsson, 2006)اي كامل از

آن (Duan, 2010) سلولاز براساس نوع فعاليت كاتاليتيك  هاستو نوع سوبستراي اختصاصي

(Vries and Visser, 2001) مي به شرح زير :باشندكه

و كربوكسي-دي-بتا-4،1-اندوگلوكاناز با اسامي ديگري چون اندو-1 سلولاز متيلگلوكاناز، اندوسلولاز

(Maheshwari et al., سلولاز بعد از استفاده از سوبستراي ساختگي متيلنامگذاري آخر يعني كربوكسيكه، (2000

شدبراي اندازه سلولزمتيلكربوكسي ,.Dashtban et al) گيري فعاليت آنزيم، استفاده را چرا، (2009 كه اين آنزيم

ميمتيلهاي كربوكسيمحلول7معمولاً با كاهش چسبناكي  كنندسلولز سنجش

(Kinghorn and Turner, 1992) .از اين مي%20آنزيم كه كمتر  دهد كل پروتئين سلولاز را تشكيل

(Edwards et al., مي4،1-بطور تصادفي پيوندهاي گليكوزيدي بتا؛ (2008 و به را در داخل زنجيره سلولز شكند

و در نتيجه انتهاي آزاددنبال آن اليگوساكاريدهايي با طول مي هاي متفاوت اين آنزيم. (Lynd et al., 2002)كند توليد

 
6 Schwaitzer 
7 Viscosity 


