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 گلوکاناز،-4و1-بتا-اندو آنزیم سه همزمان فعالیت با سلولازها

 گلوکز واحدهاي به را سلولز توانندمی گلکوزیداز- بتا و سلوبیوهیدرولاز

 دام، خوراك ایعصن در اغلب سلولازها حاضر، حال در کنند. تجزیه

 استفاده زیستی هايسوخت تولید و آبجوسازي پساب، تصفیه نساجی،
 خاص کاتالیتیکی هايویژگی با هاآنزیم این خرید براي تقاضا و شوند می

 با Bacillus subtilis A14h سویه مطالعه این در دارد. ايفزاینده رشد

 مولکولی و بیوشیمیایی هايروش از استفاده با سلولاز آنزیم تولید قابلیت

 شده تولید آنزیم عملکرد بهینه شرایط شد. شناسایی )16SrDNA (ژن

 سلولز متیل (کربوکسی سوبسترا نوع دو حضور در نظر مورد سویه توسط

 شد. ارزیابی pH 6/4 در و C°70-30 دمایی محدوده ودر گلوکان) بتا و

 اختصاصی پرایمرهاي از استفاده با نیز گلوکاناز- 4و1-بتا- اندو ژن همچنین

 آنالیز شد. ثبت NCBI اطلاعاتی پایگاه در ونتیجه یابی توالی تکثیر،

 افزارنرم از استفاده با فیلوژنی درخت رسم و آمده دست به هاي توالی

Vector NTI و Mega.4 مورد جدایه که داد نشان نتایج شد. انجام 

 فیلوژنتیکی آنالیز نتایج همچنین است. B. subtilis گونه به متعلق بررسی

 مورد  سویه گلوکاناز-4و1-بتا- اندو ژن اسیدي آمینو توالی مقایسه و

 5 خانواده به متعلق مذکور آنزیم کیتیکاتالی ناحیه که داد نشان بررسی

 3CBM خانواده در آن کیتیغیرکاتالی ناحیه و بوده هیدرولازها گلیکوزیل

 B. subtilis هاي سویه سلولاز آنزیم به را شباهت بیشترین و گرفته قرار

 حضور در آنزیمی فعالیت میزان بیشترین که داد نشان نتایج چنین هم دارند.

 U/ml 1464 معادل گراد سانتی درجه 55 دمايو  بتاگلوکان سوبستراي

   .شد زده تخمین

  

 گلوکاناز،- 4و1- بتا- اندو ژن ،سابتیلیس باسیلوس کلیدي: هايواژه
16SrDNA، ،کیتیکاتالی ویژگی فیلوژنی  

  

 

Cellulases can hydrolysis cellulose into glucose units 

which act in a synergistic manner of three enzymes endo-beta 

-1, 4-glucanase, cellobiohydrolase and beta-glucosidase. 

Nowadays, cellulases are used in various industries including 

animal feeds, textile, sewage treatment, brewery industries and 

biofuel production. Demand for cellulolytic enzymes with 

unique catalytic properties is growing more rapidly than ever 

before. In this study, Bacillus subtilis A14h with cellulase 

production potential was identified using biochemical and 

molecular (16SrDNA gene) methods.The optimum conditions 

of B. subtilis A14h cellulase activity was evaluated in the 

presence of two type of substrates (carboxymethyl cellulose 

and beta-glucan), temperatures range of 30-70°C,and pH 4.6. 

Also, endo 1, 4-beta glucanase gene amplified using specific 

primers, sequencing outcome was recorded in the NCBI 

database. Sequence analysis and construction of phylogenetic 

trees was performed using vector NTI and Mega.4 

softwares.The results showed that the isolate belongs to the 

Bacillus subtilis species. The phylogenetic analysis and 

comparison of the amino acid sequence of endo -1, 4-beta 

glucanase gene showed that the enzyme catalytic region 

belongs to glycosyl hydrolases family 5 and the non catalytic 

region was placed in the CBM3 family. The B. subtilis A14h 

cellulase was most closely related to the cellulase of B.subtilis 

strains. The results showed that the highest enzyme activity 

equal to 1464.25 U/ml was obtained in the presence of beta-

glucan substrate at 55° C. 
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  مقدمه

 ترین فراوان و تجدیدپذیر آلی هماد ترینفراوان سلولز

 یک ترکیب این است. زمین هکر در طبیعی پلیمر

 از استفاده که است شاخه بدون خطی ساکاریدهموپلی

 نیازمند شیمیایی مواد و انرژي منبع عنوان به آن

 گلوکز، مانند اياستفاده قابل اشکال به آن تبدیل

 هیدرولیز باشد.می دیگر شیمیایی مواد و اتانول

 این انجام دلیل به سلولاز از استفاده با سلولز آنزیمی

 است توجه مورد محیطی آلودگی بدون تبدیل

)Izquierdo et al., 2010.( 

 هايتوالی شباهت اساس بر سلولاز هايآنزیم

 از خانواده 15 در خود کیتیکاتالی نواحی آمینه اسید

 و اند شده بنديگروه گلیکوزیدهیدرولازها خانواده 86

 طور به که هستند آنزیمی کمپلس یک از متشکل

 (I) شامل و کنندمی همکاري هم با افزایی هم

 که اگزوگلوکونازها EC 3.2.1.4(، (II)( اندوگلوکوناز

 EC) گلوکانوهیدرولاز گلوکان- D-بتا-4و1 شامل:

 EC( سلوبیوهیدرولاز- D-بتا- 4و1 و (3.2.1.74

 )EC 3.2.1.21( گلوکوزیداز-بتا (III) و )3.2.1.91

 در تصادفی صورت به اندوگلوکانازها هستند.

 سلولز ساکاریديپلی زنجیره غیرکریستالی هاي مکان

 تولید به منجر و کنندمی ایجاد برش

 نتیجه در و مختلف هايطول با الیگوساکاریدهایی

 Lynd et( شوندمی جدید هايپایانه با هاییزنجیره

al., 2002.( اندو پیوند تواندمی آنزیم این همچنین 

 گلوکان-بتا و لچینن سلولز، در گلیکوزیدي– D-4و1

 Sadhu and)کند هیدرولیز تصادفی صورت به را

Maiti, 2013). فرآیند انجام با اگزوگلوکونازها 

 نشده کاهیده یا شده کاهیده پایانه بر تجزیه

 گلوکز تولید به منجر سلولز ساکاریديپلی زنجیرهاي

 هايمحلول گلوکوزیدازها- بتا شود.می سلوبیوز و

 کنندمی هیدرولیز گلوکز به را سلوبیوز و سترینکسلود

)Lynd et al., 2002.( 

 2 داراي آنزیم این سلولازي هايخانواده اکثر در

 بوده شونده باند ناحیه و کاتالیتیکی ناحیه بنام ناحیه

شده متصل یکدیگر به )linker( رابط یک توسط که

 داشته قرار آنزیم فعال جایگاه کاتالیتیکی ناحیه در .اند

 باند ناحیه و گیردمی انجام آن در کاتالیزوري فرآیند و

 بهتر اتصال به منجر CBM همان یا و شونده

 نقش هم رابط و شده آنزیم فعال جایگاه به سوبسترا

 دارد. عهده بر را ناحیه دو این بین اتصال برقراري

 نیاز ناحیه دو هر به سلولز تجزیه براي سلولاز آنزیم

 (Linder et al., 1995). دارد

 سلولزي توده زیست بیوتکنولوژیکی تبدیل

 توسعه براي زیست محیط با سازگار رویکردي

 است. جدید محصولات تولید و زیستی فرآیندهاي

 و پیچیده ماهیت به توجه با میکروبی سلولازهاي

 عنوانه ب آنها گسترده صنعتی کاربردهاي

 اندشده تبدیل توجه کانون به زیستی کاتالیزورهاي

(Kuhad et al., 2011). و سلولازها حاضر، حال در 

 و کشاورزي در ايگسترده طور به ه،مربوط هايآنزیم

 مانند مواردي در وري بهره افزایش و تحقیق منظور به

 طیور، و دام خوراك ها،نوشیدنی و آبجوسازي غذا،

 کاغذ صنایع و کاغذ خمیر ،ها شوینده و نساجی

 خرید براي تقاضا افزایش علیرغم شوند. می استفاده

 معمولاً سلولاز آنزیم فعالیت هاآنزیم از گروه این

 هايتنش و سلولزي منابع از ثرأمت و نبوده پایدار

-کاتالیست عنوان به است. بالا دماي مانند محیطی

 مطلوب ویژگی یک بالا دماهاي تحمل صنعتی، هاي

  ).Li et al., 2008( آیدمی شمار به آنزیم براي

 سلولازهاي قارچی، هاسلولاز با مقایسه در

 دارند. بیشتري حرارتی ثبات معمولاً باکتریایی

 قادر داشته، بیشتري رشد سرعت هاباکتري همچنین

 به نیتروژن و کربن قیمت ارزان منابع از استفاده به

 به قادر بالا، بسیار سلولی تراکم با و بوده رشد منظور

 این بر علاوه هستند. آنزیم از بالایی میزان ترشح

 هاباکتريژنتیکی  کاري دست وژن  بیان سیستم

 هاباکتري در سلولازبیان افزایش و بوده ترراحت

 است ترساده و ترعملی قارچی سلولازهاي بهنسبت

(Li et al., 2008). 
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 هايگونه توسط شده ترشح هاي آنزیم بررسی

 داده نشان آمیلاز) و پروتئاز سلولاز، (مانند باسیلوس

  ،B. cereus باسیلوس: هايگونه که است

B. licheniformis، B. subtilis، B. polymyxa، 

B. stearothermophilus و  
B. amyloliquefaciens (Kyoung et al., 

2012, Han et al.,1995)، را سلولاز تولید توانایی 

 را سلولاز نوع سه هر هاسویه این که آنجا از دارند.

 سلولز کامل هیدرولیز به قادر بنابراین کنند،نمی تولید

 هاگونه این دیگر هايسویه بررسی نیستند. کریستالی

 Bacillus subtilis D40 سویه که کرد مشخص

 آنزیم نوع سه هر هايویژگی با آنزیمی تولید توانایی

 سلولز کامل تجزیه به قادر و بوده دارا را سلولاز

 این در .(Han et al.,1995) باشدمی کریستالی

 تولید قابلیت با B. subtilis A14h سویه مطالعه

 هايویژگی برخی تعیین منظور به سلولاز آنزیم

 و گلوکاناز-4و1-بتا-اندو ژن توالی آنالیز و آنزیمی

  گرفت. قرار بررسی مورد آنزیمی خانواده تعیین

 

  هاروش و مواد

  نگهداري شرایط و سلولاز آنزیم تولیدکننده باکتري

 با B. subtilis A14h سویه مطالعه این در

 میکروبی بانک از سلولاز آنزیم تولید قابلیت

 مورد ایران کشاورزي بیوتکنولوژي پژوهشکده

 .(Mousivand et al., 2012) گرفت قرار استفاده

 گیلان استان در برنج گیاه فیلوسفر از مذکور جدایه

 به بود. شده شناسایی مقدماتی صورت به و جداسازي

 NBY کشت محیط در باکتري سازي، فعال منظور

 :Nutrient Broth: 8g/L)، K2HPO4 شامل

1g/L، Yeast Extract: 1g/L، KH2PO4: 

0.25g/L ،Glucose: 2g/l، MgSO4 (1M): 

1ml/L و (Agar: 18g/L 48 مدت به و شد کشت 

  شد. نگهداري C°28 دماي در ساعت

  A14h  B. subtilis سویه مولکولی شناسایی

 منظور به بررسی مورد سویه DNA استخراج

 با S rDNA 16ژن بر مبتنی مولکولی شناسایی

 DNeasy Blood & Tissue Kitکیت از استفاده

(QIAGEN. Cat.No.69504) تکثیر شد. انجام 

 رو پیش پرایمرهاي از استفاده با S rDNA 16ژن

paf )3́-agagtttgatcctggctcag -(5́ رو پس و par 

(5́-aaggaggtgatccagccgca-3́) پذیرفت انجام 

)Zakaria et al., 2010.( واکنش PCR حجم در 

 PCRبافر میکرولیتر 5/2 شامل میکرولیتر، 25

(10x)، 5/2 میکرولیتر MgCl2 (25mM)، 5/0 

 آغازگر میکرولیتر dNTPs (10mM)، 1 میکرولیتر

 از میکرولیتر 2/0 رو، پس آغازگر میکرولیتر 1 رو، پیش

 میکرولیتر Taq DNA Polymerase، 1 آنزیم

DNA بود. تقطیر بار دو آب میکرولیتر 3/16 و الگو 

-زمانی برنامه با ترموسایکل دستگاه در واکنش این

 به ،C94° در اولیه سازي واسرشت صورت به ،دمایی

 در سازي واسرشت شامل چرخه 35 دقیقه، 3 مدت

°C94 در آغازگر اتصال دقیقه، 1 مدت به °C58 به 

 و دقیقه 2 مدت به C72° در تکثیر دقیقه، 1 مدت

 دماي در دقیقه 10 مدت به نهایی تکثیر مرحله

°C72 از استفاده با موردنظر قطعه .گرفت صورت 

 High pure PCR Product purificationکیت

Kit (Roche. Cat. No. 11. 732. 668. 001) 
 از حاصل نتایج آنالیز شد. توالی تعیین و بازیافت

 سایت در BLAST افزار نرم از استفاده با ییاب توالی

NCBI بانک در یابیتوالی به مربوط نتایج شد. انجام 

  .شد ثبت NCBI پایگاه ژن

  A14h سویه در گلوکاناز-4و1-بتا-اندو ژن ردیابی

 4و1-بتا- اندو ژن حضور بررسی منظور به

 کیت از استفاده با ژنومی DNA ابتدا گلوکاناز،

DNeasy Blood & Tissue Kit شد. استخراج 

           استفاده با گلوکاناز-4و1-بتا- اندو ژن تکثیر

-Bs celup r (5́ پرایمرهاي از

actaatttggttctgttccccaaa-3́) و Bs celup f 

(5́-atgaaacggtcaatctctattttt-3́) دستگاه در 

 سازي واسرشت دمایی، - زمانی برنامه با ترموسایکلر
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 شامل چرخه 35 دقیقه، 5 مدت به C94° در اولیه

 اتصال دقیقه، 1 مدت به C94° در سازي واسرشت

 به C72° در تکثیر دقیقه،1 مدت به C51° در آغازگر

 10 مدت به نهایی تکثیر مرحله و دقیقه 2 مدت

 PCR واکنش گرفت. صورت C 72° دماي در دقیقه

 بافر میکرولیتر 5/2 شامل میکرولیتر، 25 حجم در

PCR (10x)، 5/2 میکرولیتر MgCl2 (25mM)، 

 میکرولیتر dNTPs (10mM)، 1 میکرولیتر5/0

 2/0 رو، پس آغازگر میکرولیتر 1 رو، پیش آغازگر

 Taq DNA Polymerase، 1 آنزیم از میکرولیتر

 بار دو آب میکرولیتر 3/16 و الگو DNA میکرولیتر

 مورد قطعه توالی تعیین و بازیافت از پس بود تقطیر

 از استفاده با یابی توالی از حاصل نتایج آنالیز ،نظر

 هايتوالی با مقایسه از پس و BLASTافزار نرم

 به مربوط نتایج شد. انجام NCBI سایت در رفرنس

 .گردید ثبت NCBI پایگاه ژن بانک در یابی توالی

  گلوکاناز-4و1-بتا– اندو ژن فیلوژنتیکی آنالیز

 به بررسی مورد ژن ينوکلئوتید  توالی ترجمه

 Vector افزار نرم از استفاده با اي هآمین توالی اسید

NTI توسط پروتئین خوانش قاب تعیین و BLAST 

X مورد سویه آنزیمی خانواده جایگاه تعیین شد انجام 

 15 با مقایسه و BLAST نتایج اساس بر بررسی

 شد. انجام GeneBank NCBI در رفرنس  توالی

 درخت ،W کلاستر با همردیفی اعمال از پس

 کمک به و neighbor-joining روش با فیلوژنی

 اعتبارسنجی درجه شد. ترسیم MEGA 4.0 افزار نرم

 1000 با و استرپ بوت با شده ایجاد هاي بندي گروه

  ).Saitou and Nei, 1987( شد تعیین تکرار

 پروتئین آمینه اسید توالی مقایسه و ترازبندي

 سویه گلوکاناز- 4و1-بتا-اندو ژن ترجمه از حاصل

A14h بتا ژن آمینه اسید رفرنس توالی 3 با 

 افزار نرم از استفاده با باسیلوس جنس اندوگلوکاناز

COBALT سایت در NCBI شد. انجام   

  زگلوکانا -4و1-بتا-اندو آنزیم تولید

 در بررسی مورد سویه ابتدا آنزیم تولید منظور به

 در و کشت خطی صورت به NBY کشت محیط

 ساعت 24 مدت به گراد سانتی درجه 28 دماي

 تلقیح، همای تهیه منظور به شد. گذاري خانه گرم

 محیط به جامد کشت محیط از باکتري هاي کلنی

 با گراد سانتی درجه 28 دماي در و منتقل NB کشت

 شد. نگهداري ساعت 18 مدت به rpm 180 سرعت

 کشت محیط به %4 میزان به شده آماده تلقیح مایه

 عصاره گرم 3 مالت، گرم 10 (شامل آنزیم تولید

 ,CaCl2 گرم 5/0 مخمر، عصاره گرم 4 گوشت،

H2O، 3/0 گرم MgSO4,7H2O گرم 1 و 

K2HPO4 ساعت 48 مدت به و اضافه لیتر) 1 براي 

 rpm 150 سرعت با و گراد سانتی درجه 28 دماي در

  محیط آنزیم، جداسازي منظور به شد. گذاري خانه گرم

 4 دماي در دقیقه 20 مدت به شده تخمیر کشت

 سانتریفوژ rpm 10000 سرعت با و گراد سانتی درجه

 زمان تا خام آنزیم منبع عنوان به روماند فاز شد.

 درجه -20 دماي در مربوطه هاي آزمون انجام

  شد. نگهداري گراد سانتی

-اندو آنزیم عملکردي هايویژگی برخی بررسی

 B. subtilis A14h سویه گلوکانازاندو- 4و1- بتا

 شده تولید گلوکاناز- 4و1-بتا- اندو آنزیم عملکرد

 دو درحضور ،B. subtilis A14h سویه توسط

 %))،1( گلوکان بتا و سلولز متیل (کربوکسی سوبسترا

 و گراد) سانتی درجه 70 و 55 30،( متفاوت دماهاي

pH 6/4 فعالیت سنجش منظور به شد. بررسی 

 بافر و اسید نیتروسالیسیلیک دي روش از آنزیمی

 100 ابتدا .شد استفاده مولار میلی 100 سیترات

 و اضافه سوبسترا میکرولیتر 100 به آنزیم میکرولیتر

 گذاريخانه گرم نظر مورد دماي در دقیقه 30 مدت به

 به DNS معرف از میکرولیتر 600 بعد مرحله در و

 جوش دماي در دقیقه 10 مدت به و اضافه ها نمونه

 جذب میزان تعیین با آنزیمی فعالیت شد. داده قرار

 معادله و نانومتر 540 موج طول در شده آزاد قندهاي

 واحد شد. محاسبه گلوکز استاندارد منحنی از حاصل

 که آنزیمی مقدار با است برابر (Unit) آنزیم فعالیت
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 یک مطلوب، شرایط در دقیقه، یک در بتواند

 Iqbal) کند تبدیل محصول به را سوبسترا میکرومول

et al., 2011).  
  

  بحث و نتایج

   A14h سویه در گلوکاناز-4و1-بتا-اندو ژن ردیابی

 با بررسی مورد سویه گلوکاناز-4و1-بتا- اندو ژن

 ژن حضور و تکثیر اختصاصی پرایمرهاي از استفاده

 قطعه اندازه گرفت.قرار  تایید مورد سویه در مذکور

 قطعه ).1 (شکل شد برآورد bp1500 شده تکثیر

 افزار نرم با آنالیز توالی، تعیین از پس شده تکثیر

Vector NTI رفرنس هاي توالی سایر با مقایسه و 

 ثبت پایگاه این ژن بانک در NCBI پایگاه در موجود

 اساس بر ).Accession no. KF487125( شد

 که شد مشخص مطالعه مورد ژن توالی آنالیز نتایج

  سویه گلوکاناز- 4و1-بتا- اندو ژن با %99 مذکور توالی

Bacillus sp. NK-2 )Accession no. 

ADO85705.1( دارد شباهت.  
  

 
 Bacillus subtilisگلوکاناز -  4و1- بتا–تکثیر ژن اندو  - 1شکل 

A14h )bp1500 چاهک (1 1kb, Fermentas)(Ladder  ،

- بتا- ژن اندو PCRمحصول  3کنترل منفی، چاهک 2چاهک 

  .گلوکاناز سویه مورد بررسی - 4و1
  

 شده توالی تعیین قطعه خوانش قاب تعیین از پس

bp) 724( از استفاده با BLAST X شد مشخص 

 اسید 241 شامل پپتیدي رشته یک مذکور قطعه که

 که داد نشان آنالیزها نتایج .کند می کد را آمینه

 5 خانواده به مذکور آنزیم کیتیکاتالی قسمت

 به آن کیتیغیرکاتالی قسمت و هیدرولازها گلیکوزید

 رشته در چنین هم دارد. تعلق CBM  3خانواده

 شده، توالی تعیین قطعه ترجمه از حاصل پپتیدي

 آمینی پایانه در واقع 52-1 شماره آمینه اسیدهاي

 اسیدهاي و آنزیم این کیتیکاتالی قسمت از بخشی

 کربوکسیلی پایانه در واقع 193-112 شماره آمینه

 دهند.می تشکیل را )CBM( کیتیغیرکاتالی ناحیه

 53 قسمت یک توسط نیز ناحیه دو این اتصال

 است گرفته صورت (linker) رابط نام به آمینواسیدي

 هايپروتئین سلولولیتیک هاي آنزیم اکثر ).2 (شکل

 عنصر سه حداقل شامل که هستند قسمتی چند

 که باشند می مختلف عملکردهاي با مجزا ساختاري

 شوندهمتصل ناحیه ،(CD) کاتالیزوري ناحیه شامل

 ناحیه یا (linker) رابط و (CBM) سلولز به

 باشد.می CBM و کیتیکاتالی ناحیه دو دهنده اتصال

 حداقل هاآنزیم این کیتیکاتالی ناحیه حاضر، حال در

 گلیکوزیدهیدرولازهاي خانواده 80 از خانواده 15 در

 که حالی در شوند،می بندي گروه شده شناخته

CBMگیرندمی قرار خانواده 13 در حداقل ها 

(Rabinovich et al., 2002).   

 تعیین و سازي خالص از پس بررسی یک در

  سویه توسط شده تولید سلولاز آنزیمی ویژگی

B. amyloliquefaciens DL-3 که شد مشخص 

 دو داراي کیلودالتون 53 مولکولی وزن با آنزیم این

 گلیکوزید 5 خانواده به متعلق کیتیکاتالی قسمت

 هاCBM 3 خانواده کیتیکاتالی غیر و هیدرولازها

 B. subtilis DLG سویه سلولاز ژن با و است

(gi:143007) 91 دارد شباهت درصد (Lee et al., 

 گلوکاناز- 4و1- بتا- اندو ژن توالی چنین هم .(2008

 و گرفته قرار مقایسه مورد B. subtilis هايجدایه در

  سویه سه که داد نشان آمده بدست نتایج

B. subtilis PAP115، B. subtilis DLG و  
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B. subtilis C-36 97 ساختار در شباهت درصد 

 کیتیکاتالی درسطح بالایی همولوژي و کیتیکاتالیغیر

 5 خانواده به کیتیکاتالی هايبخش همچنین دارند.

 به کیتیغیرکاتالی هايبخش و هیدرولازها گلیکوزیل

 ,.Kyoung et al)دارند تعلق هاA 3 CBM خانواده

2012).  

 
(A) 
1 yalskgapif vtewgtsdas gnggifldqs rewlnyldsk kiswvnwnls dkqesssalk 
61 pgasktggwp lsdltasgtf vrenirgtkd stkdgpetpa qdnptqekgv svqykagdgl 
121 vnsnqirpql hiknngnatv dlkdvtaryw ynvknkgqnf dcdyaqmgcg nlthkfvtlh 
181 kpkqgadtyl elgfktgtls pgastgniql rlhnddwsny aqsgdysffq sntfkttkki 
241 t 
 
(B) 

 
شماره  اسیدآمینه(کی تیکاتالی احیهن - Bacillus subtilis A14hسویه گلوکاناز  -4و1-بتا- اندوژن  اي اسیدآمینهتوالی ) A(  - 2شکل 

) B(اند، در پایانه کربنی که توسط رابط به هم متصل شده )193- 112شماره  اسیدآمینهکی (تیدر پایانه آمینی و ناحیه غیر کاتالی )1-52

  B. subtilis A14hسویه گلوکاناز  -4و1- بتا-اندوکی ژن تیکی و غیر کاتالیتیهاي کاتالیتپولوژي و شمایی از دامنه

  

 بزرگترین از یکی هیدرولازها گلیکوزید 5 خانواده

 این قبلاً هیدرولازهاست. گلیکوزید در ها خانواده

 از شد. می شناخته A سلولاز خانواده عنوان به خانواده

 آنها مهمترین به توانمی خانواده این هايآنزیم جمله

 همچنین و اندومانانازها و اندوگلوکانازها

  و گلیکوزیدها-β اگزومانانزها، اگزوگلوکانازها،

β -نمود اشاره مانانازها (St John et al. 2010). 

 یک ،5 خانواده هايآنزیم اکثر بعدي سه ساختار

   53 شامل خانواده است.این 8(α/β) ايبشکه ساختار

  

 گلوکانازها-4و1-بتا-اندو هايآنزیم و است زیرگروه

 39 ،38 ،37 ،26 ،25 ،22 ،5 ،4 ،2 ،1 زیرگروه 11 در

 .(Aspeborg et al., 2012) گیرندمی قرار 46 و

   فیلوژنتیکی آنالیز

 توالی آنزیمی، خانواده تعیین منظور به

 مورد سویه گلوکاناز-4و1- بتا- اندو آنزیم آمینواسیدي

 ،5 هاي خانواده به متعلق رفرنس   توالی 15 با بررسی

 پایگاه در هیدرولاز گلیکوزید 61 و 44 ،9 ،8

   .)1 جدول( شد مقایسه NCBI اطلاعاتی

  فیلوژنی درخت ترسیم منظور به گلوکاناز-4و1- بتا-اندو آنزیم آمینواسیدي توالی داراي استفاده مورد رفرنس سویه 15 - 1 جدول

 NCBI اطلاعاتی پایگاه در ثبت شماره سویه
B. subtilis subsp. natto BEST195 YP_005561204.1 
Bacillus sp. NK-2 ADO85705.1 
B.subtilis subsp. spizizenii str. W23 YP_003866220.1 
B. amyloliquefaciens Y2  YP_006328845.1 
B.subtilis S52-2 AFH66776.1 
B.subtilis QB928 YP_00663002.1 
Caldicellulosiruptor saccharolyticus  YP_001179882.1 
Scheffersomyces stipitis CBS 6054 XP_001387765.1 
Zymoseptoria tritici IPO323 XP_003856492.1 
Aspergillus ellulose Af293 XP_748707.1 
Erwinia tasmaniensis Et1/99 YP_001909294.1 
Clostridium acetobutylicum EA 2018 YP_005670061.1 
Zea mays ACG44266.1 
Arabidopsis thaliana AED95850.1 
Solanum lycopersicum NP_001234867.1 
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 Mega افزارنرم از استفاده با فیلوژنی آنالیز نتایج

- 4و1- بتا- اندو ژن توالی که )3 (شکل داد نشان 4

 ژن به را شباهت بیشترین بررسی مورد سویه گلوکاناز

 و گلیکوهیدرولازها 5 خانواده گلوکاناز اندو 4 و 1- بتا

3CBM هاي گونه Bacillus .نتایج همچنین دارد 

 سویه گلوکاناز- 4و1-بتا- اندو ژن اگرچه که داد نشان

 گلیکوزیل 5 خانواده به متعلق بررسی مورد باکتریایی

 شباهت بیشترین مذکور ژن اما باشد.می هیدرولازها

 باسیلوس جنس در گلوکاناز-4و1-بتا- اندو ژن با را

 5 خانواده گلوکاناز- 4و1-بتا- اندو آنزیم با و داشته

 Caldicellulosiruptor باکتریایی هايسویه

saccharolyticus DSM 8903 و 

Scheffersomyces stipitis CBS 6054 قرابت 

 ژن با مذکور ژن توالی مقایسه چنین هم دارد. کمتري

 61 و 44 ،9 ،8 ،5 هاي خانواده گلوکاناز-4و1-بتا- اندو

  نشان  قارچی  و باکتریایی هاي سویه و گیاهان برخی

 از متمایز کاملاً بررسی مورد آنزیم ژن که داد

 5 خانوده به متعلق و بوده دیگر هاي خانواده

 که است ذکر به لازم باشد. می هیدرولازها گلیکوزیل

 مختلف هاي خانواده در ها آنزیم این بندي طبقه اساس

 نواحی در اسیدي آمینو شده حفظ هاي توالی

 ,Henrissat and Coutinho)باشد می کاتالیتیکی

2001).  

  گلوکاناز-4و1-بتا- اندو ژن

 پروتئین آمینه اسید توالی مقایسه و ترازبندي

  سویه گلوکاناز- 4و1-بتا- اندو ژن ترجمه از حاصل

B. subtilis A14h بتا ژن آمینه اسید توالی با 

 ،Bacillus sp. NK-2 هاي سویه اندوگلوکوناز

B.subtilis S52-2 و B. amyloliquefaciens با 

 دو که داد نشان COBALT افزار نرم از استفاده

 توالی کیتیکاتالی ناحیه در شده حفظ فعال جایگاه

 B. subtilis  گلوکاناز- 4و1- بتا-اندو آمینه اسید

A14h  شکل شود میمشاهده  رفرنس هايسویه و) 

4.(

  

 
هاي و برخی توالی  Bacillus sutilis A14hگلوکاناز سویه  -4و1-بتا- ژن اندو اسیدآمینهآنالیز فیلوژنی بر اساس توالی  - 3شکل 

 1000ها را بر اساس روش بوت استرپ با هاي درجه اعتبار سنجی گروه بندي. اعداد پشت شاخهNCBIرفرنس ثبت شده در پایگاه 

 دهد. میتکرار را نشان 
  

  

  

  

  

 B.subtilis A14h|gb|AGV05393.1|

 Bacillus sp. NK-2|gb|ADO85705.1|

 B.amyloliquefaciens Y2|ref|YP 0063288...

 Bacillus-subtilisS52-2|gb|AFH66776.1|

 Bacillus subtilis subsp. natto BEST19...

 B.subtilis QB928|ref|YP 006630002.1|

 B.subtilis subsp. spizizenii str. W23...

 Caldicellulosiruptor saccharolyticus ...

GH5&CBM3

 Scheffersomyces stipitis CBS 6054|gb ...

GH5

GH44 Clostridium acetobutylicum EA 2018|re...

 Zymoseptoria tritici IPO323|ref|XP 00...

 Aspergillus fumigatus Af293|ref|XP 74...
GH61

GH8 Erwinia tasmaniensis Et1/99|ref|YP 00...

 Solanum lycopersicum|ref|NP 001234867...

 Arabidopsis thaliana|gb|AED95850.1|f9

 Zea mays|gb|ACG44266.1| f9

GH9

100

95

99

62

56

65

99
99

100

57

97

64

0.2
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 به Glu169 ژنی هايمکان در مذکور ناحیه دو وجود

 ژنی مکان در دیگري و پروتون دهنده عنوان

Glu257 ناحیه در نوکلئوفیل یک عنوان به 

 از آمده بدست گلوکاناز-4و1- بتا-اندو کیتیکاتالی

 نیز قبلی مطالعات در B. subtilis مختلف هايسویه

 ,Robson and Chambliss) است شده گزارش

1987).  

 توالی 82 شده، انجام مطالعات مطابق همچنین

 48 همراه به CBM ناحیه دهندهتشکیل اسیدآمینه

 دهند.می را بتا صفحات ساختار تشکیل آن بعد توالی

-Asn13 ژنی شده حفاظت جایگاه سه ناحیه این در

Asp52-Tyr53 معادل هاتوالی این که شودمی دیده 

 در شده حفظ Asn20-Asp60-His61هايتوالی

 Clostridium گلوکاناز- 4و1- بتا- اندو ژن

cellulolyticum (PDB no. 1G43)   
 از حاصل نتایج (Shimon et al., 2000). باشندمی

 از آمده بدست رابط قطعه که داد نشان حاضر بررسی

B. subtilis A14h 58 اسید از غنی و اسید آمینه 

 )،S( سرین )،G( گلایسین ،)P( پرولین هايآمینه

  ).4 (شکل باشدمی )K( لیزین و )T( ترئونین

  

 
آنزیم  اسیدآمینه ) با توالیBacillus subtilis A14h )1گلوکاناز سویه  -4و1- بتا-ترازي توالی اسید آمینه ژن اندونتیجه هم - 4شکل 

 B.amyloliquefaciens Y2 (Accetion no. YP_006328845.1) )2 ، (Bacillus sp. NK-2 هايگلوکاناز سویه - 4و1-بتا- اندو

(Accession no.ADO85705.1) )3و (B.subtilis S52-2 (Accetion no.AFH66776.1) )4) .(A52- 1کی (تی) ناحیه کاتالی ،(

)Bناحیه (  اتصال به سوبسترا(CBM) )112 -193) ،(C رابط ((linker) )53-111و (**) جایگاه فعال ( Glu12 دهند.را نشان می  
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 هاي اسیدآمینه از آنها بودن غنی و هارابط انعطاف

 ترئونین، و سرین اسیدهاي آمینو هیدروکسی پرولین،

 شده گزارش نیز دیگر مطالعات در والین و گلایسین

 مشخص شده انجام مطالعات براساس همچنین است.

 تا گاها و 6-59 از هازنجیره این طول که است شده

 از هارابط اکثر اما باشد.می متغیر آمینه اسید 100

 این بر اعتقاد اند.شده تشکیل آمینه اسید 20-50

 کیتیکاتالی ناحیه دو تفکیک براي ناحیه این که است

 پذیريانعطاف همچنین و CBM کیتیغیرکاتالی و

 سطح بر آنها مستقل عملکرد انجام در ناحیه دو این

 ,.Gilkes et al) است نامحلول سوبستراهاي

1991).  

 پایانه و آمینی پایانه افزاییهم عملکرد اگرچه

  توسط تولیدشده اندوگلوکاناز کربوکسیلی

C. cellulovorans سلولز کریستالی هیدرولیز براي 

 اما .(Hamamoto et al., 1992) است ضروري

 گلوکاناز- 4و1- بتا- اندو CBM هناحی عملکرد توانایی

B. subtilis هیدرولیز در CMC فعالیت از مستقل 

 اساس این بر و شده گزارش آن کیتیکاتالی ناحیه

 بر تأثیري کی)تیکاتالی (ناحیه CD ناحیه در جهش

  .(Park et al., 1993) ندارد CBM ناحیه فعالیت

 سویه گلوکاناز-4و1-بتا-اندو آنزیم عملکرد مقایسه

B. subtilis A14h سوبستراي دو روي بر 

  سلولاز متیل کربوکسی و گلوکانبتا

 در بررسی مورد سویه آنزیم فعالیت گیرياندازه

 گلوکان بتا و سلولزمتیل کربوکسی از درصد 1 غلظت

 داد نشان گراد سانتی درجه 70 و 55 30، دماهاي در

 حضور در آنزیمی فعالیت میزان بیشترین که

 گراد سانتی درجه 55 دماي در بتاگلوکان سوبستراي

 در آنزیمی فعالیت میزان بالاترین شود. می مشاهده

 سلولز متیل کربوکسی و بتاگلوکان سوبستراي حضور

 ترتیب به و حاصل گرادسانتی درجه 55 دماي در

 شد. زده تخمین U/ml 194 و U/ml 1464 معادل

 سلولز متیل کربوکسی سوبستراي حضور در همچنین

 آنزیمی فعالیت کمترین گراد سانتی درجه 30دماي و

 شد زده تخمین U/ml 93 معادل که آمد بدست

 حضور در آنزیم این فعالیت میزان کمترین ).5 (شکل

 و گراد سانتی درجه 70 دماي در بتاگلوکان سوبستراي

 نتایج این ).6(شکل شد تخمین U/ml 946 فعالیت با

 گراد سانتی درجه 55 دماي اینکه علیرغم داد نشان

 نوع اما است آنزیمی فعالیت براي تري مطلوب دماي

 دماهاي در آنزیم فعالیت میزان و نحوه بر سوبسترا

   است. داشته توجهی قابل اثر مختلف

  

 
 Bacillus گلوکاناز  -4و1-بتا- اندو فعالیت آنزیم -5شکل 

subtilis A14h سوبستراي کربوکسی متیل سلولز در  بر

  دماهاي مختلف

 

  
 Bacillusگلوکاناز  -4و1- بتا-فعالیت آنزیم اندو -6شکل 

subtilis A14h بر سوبستراي بتا گلوکان در دماهاي مختلف  

  

 A14h باکتریایی سویه شناسایی

 داده نشان مطالعه مورد باکتري مقدماتی شناسایی

 مثبت، گرم بررسی مورد باکتریایی سویه که بود

 مرکزي، موقعیت با اندوسپور داراي اجباري، هوازي

 مثبت سیترات و منفی اکسیداز مثبت، کاتالاز

 مولکولی شناسایی از حاصل نتایج آنالیز باشد. می

 سویه که داد نشان نیز S rDNA16 ژن بر مبتنی
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A14h گونه به متعلق همولوژي درصد 97 با  

B. subtilis ژن بانک در مذکور ژن توالی باشد. می 

 .NCBI ) Accesion NO اطلاعاتی پایگاه

JX198311( شد. ثبت  
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