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یه زیستی پلیمر تجزبراي  (SXA) رومینانتیوم سلنوموناسآنزیم گزایلوزیداز باکتري در صنعت از  -چکیده
ین آنزیم، تجزیه دیواره سلولی مهمترین کاربرد صنعتی ا. شود میسلولی استفاده  دیوارهکمپلکس گزایلان 

یکی از مشکلات صنعتی در استفاده از  .باشد می (Bioethanol)ي گیاهی براي تولید سوخت زیستی ها مانده یباق
SXA پایداري حرارتی نسبتاً پایین آن در دماهاي بیش از ،°C 50 هر زیرواحد این آنزیم هموتترامر . باشد می

. ی در فعالیت آنزیمی نداردنقش 286رسد که سیستئین آزاد  میر به نظ. استاسید سیستئین آزاد  آمینو 4داراي 
آمینو اسید هم زایی هدفمند به  اسید با جهش ، این آمینوSXAبراي بررسی اثر سیستئین آزاد بر پایداري حرارتی 

پارامترهاي کینتیکی و  شده پاستوریس پیکیاجهش یافته مورد نظر سپس وارد مخمر . دشوالین تبدیل اندازه آن، 
حالی که دماي بهینه،  در .قرار گرفت با تیپ وحشی مورد مقایسهپایداري حرارتی گزایلوزیداز جهش یافته و 

pH  بهینه و کارآیی کاتالایتیکی آنزیم جهش یافته تاحدود زیادي شبیه تیپ وحشی بود، نیمه عمرSXA  جهش
جهش  SXAنیمه عمر ترتیب که  یشتر از آنزیم طبیعی به دست آمد، بدینب% 65حدود  C 55°یافته در دماي 
. باشد میدقیقه  5/8یم طبیعی حدود در حالی که در مورد آنز شد،دقیقه تعیین  14حدود  C 55°یافته در دماي 

از طریق  SXAي درونی و آب گریز ها نشان داد که حذف سیستئین آزاد موجود در بخشاین تحقیق نتایج 
به افزایش پایداري حرارتی منجر ي جانبی آمینو اسیدها، ها ي آب گریز بین زنجیرهها افزایش میان کنش

  . دداردر زیست فناوري بسیار فراوانی کاربردهاي این گزایلوزیداز مقاوم به حرارت . شود میگزایلوزیداز 
  

 .هدفمند زایی جهش، سیستئین آزاد، پایداري حرارتی، رومینانتیوم سلنوموناس، گزایلوزیداز -β: گانکلیدواژ
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  مقدمه -1
 (SXA) رومینانتیوم سلنوموناسآنزیم گزایلوزیداز باکتري 

 از خانواده گلیکوزید هیدرولازها 43متعلق به گروه 
(GH43) است (EC.3.2.1.37) . آنزیم این آنزیم به کمک

واده خاناین دیگر از  يها آنزیمگزایلاناز و با مشارکت 
گلوکورونیداز سبب تجزیه زیستی پلیمر گزایلان  -α مانند

نسبت به دیگر  .]1[ شود میموجود در دیواره سلولی 
یی ابیشترین کار SXAگزایلوزیدهاي کشف شده، 

 -βکاتالایتیکی بر روي سوبستراي مصنوعی پارا نیتروفنیل 
به . دهد میرا از خود نشان  (PNPX)گزایلوپیرانوزید 

از قبیل تولید همین دلیل در بسیاري از فرایندهاي صنعتی 
یکی از . ]2[ دشو میاین آنزیم استفاده  از اتانول سوختی

، محدودیت فعالیت SXAمشکلات صنعتی در استفاده از 
ود پایداري بهب. است C 50°آن در دماهاي بیش از 

ي مهندسی ها رارتی این آنزیم با استفاده از روشح
 ي مهم پیش روي محققان استها شپروتئین یکی از چال

]3[.  
معمولاً در فعالیت  ها آزاد موجود در پروتئیني ها سیستئین

. ]4[ نقش دارند ها ، ساختار و پایداري پروتئینزیستی
ي داخلی ها ي آزاد که در قسمتها عملکرد سیستئین

اند و نقشی در اتصال و فعالیت  جاي گرفته ها پروتئین
. چالش برانگیز شده است ،ندارند ها پروتئینکاتالایتیکی 

ي تیول موجود، ها واکنش پذیري زیاد گروهبه دلیل 
ي آزاد سبب ایجاد مشکل در تاخوردگی ها سیستئین
تواند  می ها اکسیداسیون سیستئین. شوند می ها پروتئین

وجود . ]5[ شود ها پروتئین 1منجر به تاخوردگی نادرست
ي آب گریز ها آب دوست در قسمت نسبتاًي ها سیستئین

آمینو  4 .]6[ دشو می ها منجر به ناپایداري آن ها نیپروتئ
وجود دارد که در ایجاد  SXAاسید سیستئین آزاد در 

، 101ي ها موقعیت(سولفیدي مشارکت ندارند  پیوند دي
  ). 1شکل ) (413و  286، 246

                                                             
1. Misfolding 

  
موقعیت سیستئین هاي آزاد موجود در گزایلوزیداز   1شکل 

باکتري سلنوموناس رومینانتیوم با استفاده از ساختار کریستاله 
  (Pdb-code: 3C2U)پروتئین 

  
د شبینی  پیش I-mutantو  Erisافزارهاي  با استفاده از نرم

 -β سیستئین آزاد موجود در اسید که در میان چهار آمینو
، 246، 101( رومینانتیوم موناسسلنوگزایلوزیداز باکتري 

سبب ناپایداري در ساختار  286، سیستئین )413و  286
در این تحقیق، جهش یافته اي . دشو می SXAپروتئین 

با والین جایگزین  286د که در آن سیستئین شایجاد 
جهش یافته مورد نظر سپس از طریق ناقل بیانی . گردید

pPinkα-HC  انتقال  پیکیا پاستوریسبه داخل ژنوم مخمر
در پایان، خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم، پایداري . داده شد

آن با استفاده  یداز جهش یافته و ساختاروزحرارتی گزایل
 Circular)از فلورسانس ذاتی و دورنگ نمایی حلقوي 

Dichroism) مورد مطالعه قرار گرفت.  
  
  ها مواد و روش -2
ي ها یطح، پلاسمیدها، مواد شیمیایی و مها سویه -2-1

  کشت
براي انجام مراحل  DH5αسویه  اشریشیا کلیباکتري از 
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کلونینگ و انتقال استفاده شد که از بانک ژن و پلاسمید 
و  GS115سویه  پیکیا پاستوریس. انستیتو پاستور تهیه شد

آمریکا از شرکت اینویتروژن  pPinkα-HCناقل بیانی 
که با ترجیح کدونی  SXAاز ژن سنتزي  .گردیدخریداري 

سنتز شده به عنوان ژن اصلی استفاده شد  پیکیا پاستوریس
(GenBank Accession No. JF193553.1) . مورد مواد

ي زنجیره اي پلیمرازي از شرکت ها نیاز براي واکنش
ي محدود ها تمامی آنزیم .دشسیناکلون ایران خریداري 

لیگاز از شرکت  T4و پروتئین و آنزیم  DNAکننده، مارکر 
پرایمرهاي مورد استفاده . ویوانتیس مالزي تهیه گردید
از شرکت  DTNB .اند دهشتوسط شرکت سیناکلون سنتز 

اشریشیا ي ها سلول .ترموساینتیفیک آمریکا تهیه گردید
کشت داده شدند در  C 37°در دماي  LBدر محیط  کلی

که داراي  YPDي پیکیا در محیط کشت ها حالی که سلول
 C 30°عصاره مخمر، پپتون و دکستروز است در دماي 

براي رشد و بیان پروتئین نوترکیب به . کشت داده شدند
 Buffered Glycerol-complexي ها ترتیب از محیط

(BMGY)  وBuffered Methanol-complex (BMMY)  
کت ي کشت مخمري از شرها یطاین مح. استفاده شد

ل کلونینگ و تمامی مراح .اینویتروژن خریداري گردید
موارد اشاره شده در متن بر اساس انتقال ژن به غیر از 

 .]7[ جام شدنسمبروك اکلونینگ ملکولی کتاب 

  
  DNA هدفمند و تکثیر زایی جهش -2-2

به عنوان الگو  pMK-RQدر ناقل  SXAاز ژن سنتزي 
اي بر اساس  جهش نقطه. استفاده شد زایی جهشبراي 
جاد ای Quik  Change site-directed mutagenesisروش 

به  286سیستئین از پرایمرهاي زیر براي تبدیل  .]8[ شد
  :والین استفاده شد

Primer Forward: 5´-  
GCACGCTTTTGTTCCATTGGGTAGAGAGAC-
3´  
Primer Reverse: 5´-  
CCAATGGAACAAAAGCGTGCTGCTCTC -3´ 

تحت تاثیر هضم آنزیمی  PCRدر مرحله بعد، محصول 
و سپس  )C 37°دقیقه در دماي  90(قرار گرفت  DpnIبا 

منتقل  اشریشیاکلیمحصول هضم آنزیمی به باکتري 
حاوي  LBغربالگري بر وي محیط کشت  .گردید

کانامایسین انجام و جهش با استفاده از تعیین توالی تایید 
  ).آلمان MWGشرکت (شد 

  
  انتقال به پیکیا پاستوریس و غربالگري -2-3

ي ها ي جهش یافته و طبیعی با استفاده از جایگاهها ژن
. دکلون گردیدن pPinkα-HCدر ناقل  XhoI/KpnIبرش 

و  α- matingترشحی  دست سیگنال در پایین ها این ژن
 .ندقرار گرفت (AOX1) ثیر پروموتر الکل اکسیدازأتحت ت

پلاسمیدهاي داراي ژن طبیعی و جهش یافته با استفاده از 
انتقال به مخمر  یندافر دند تا در طیشخطی  BspT1آنزیم 

بتوانند فرایند نوترکیبی همولوگ  پیکیا پاستوریس
(Homologous recombination)  را با ناحیهTRP2  پیکیا

  .انجام دهند پاستوریس
پیکیا وسیله الکتروپوریشن به مخمر  هي خطی شده بها ناقل

 BTXدستگاه (منتقل شدند  GS115سویه  پاستوریس
با استفاده از کلونی  .)V, 200 Ω and 25 μF 1800آمریکا، 

PCRي ها ، وارد شدن ژنSXA ش یافته در طبیعی و جه
مري پذیرنده با استفاده از ي مخها داخل ژنوم سلول

  :دندشیید أپرایمرهاي اختصاصی با توالی زیر ت
Forward: 5ˊ- 
TCTCTCGAGTCAAAGGCAACAAACTGT-3ˊ 
Reverse: 5ˊ- 
GGTACCGCATGCCTACTACTTTCTT-3ˊ. 

 C 95 ،30°دقیقه دماي  5به صورت  PCRشرایط واکنش 
 90و  C 60°دقیقه  C 95 ،1° دقیقه 1سیکل با شرایط 

 C° دقیقه و دماي 5و درنهایت یک سیکل  C 72° ثانیه 
  .دشتنظیم  72
  
  ها بیان گزایلوزیدازهاي نوترکیب و تخلیص آن -2-4

ته بر اساس روش گفته شده یاف بیان سویه طبیعی و جهش
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پس از . ]9[ انجام شد کول شرکت اینویتروژندر پروت
داراي آنزیم  سوپ روییچهار روز بیان در فلاسک، 

با دور (طبیعی و جهش یافته با سانتریفیوژ به دست آمد 
g3000 دقیقه و دما  5، مدت°C4 .( مایع به دست آمده

با استفاده از رسوب با آمونیوم سولفات  ها حاوي آنزیم
 ).C4°در دماي (برابر غلیظ گردید  10به میزان % 80

بافر سنجش ( pH 4.8رسوب پروتئین در بافر سیترات 
حل گردید و با استفاده از همان بافر دیالیز ) گزایلوزیداز
با استفاده از ستون سازي  در ادامه خالص .انجام شد

 S-200کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون با رزین سفادکس 
. انجام شد) کشور سوئد Amersham Pharmaciaشرکت (

مولار  میلی 50ستون مورد نظر با بافر فسفات پتاسیم 
و  مولار کلرید سدیم به تعادل رسانده شد میلی 150داراي 

ستون  لیتر در هر دقیقه از یلیم 8/0پروتئین با سرعت 
ي داراي آنزیم فعال با یکدیگر ها فراکشن .شسته شد

ي خالص بر روي ژل پلی ها پروتئین .مخلوط گردید
 .آنالیز گردیدند% 12با غلظت  (SDS-PAGE)اکریل آمید 

مقدار کلی پروتئین با روش برادفورد با استفاده از 
  .]10[ بدست آمد BSAاستاندارد 

  
  ي تیولها تیتراسیون گروه -2-5

با استفاده از  ها در پروتئین (SH)ي تیول ها غلظت گروه
 1/0در بافر  (DTNB)محلول دي تیونیترو بنزوئیک اسید 

مولار  داراي یک میلی (pH 8.0)مولار فسفات سدیم 
EDTA  بر مبناي روش المان(Ellman) ]11[  بر طبق

) ترموساینتیفیک آمریکا(شرکت سازنده  دستورالعمل
ي ها گروهبراي افزایش در دسترس قرارگیري  .دشتعیین 

عی و جهش تیول مدفون شده درون ساختار، پروتئین طبی
مولار  6 (GuHCl)هیدروکلراید  یافته در معرض گوانیدین

ي تیول بر ها تعداد گروه .دقیقه قرار گرفت 15به مدت 
و ضریب خاموشی  nm 412اساس جذب در طول موج 

M-1.cm-1 700/13  دشمحاسبه.  

طبیعی  SXAتعیین خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم  -2-6
  و جهش یافته

با استفاده از سوبستراي  ها فعالیت گزایلوزیدازي آنزیم
بر  (PNPX)گزایلوپیرانوزید  -βنیتروفنیل  مصنوعی پارا

اساس رها شدن ماده رنگی پارا نیتروفنیل تعیین گردید 
 1بوسیله  SXAفعالیت  .)آمریکا -شرکت سیگما(

مولار با  میلی 50در بافر استات سدیم  PNPXمولار  میلی
pH 4.8  در دماي°C 50  د و شدقیقه سنجش  10به مدت

لیتر محلول بی کربنات  میلی 1واکنش با اضافه کردن 
 405متوقف گردید و میزان جذب در مولار  1سدیم 

معادل فعالیت آنزیمی  هر واحد .گیري شد نانومتر اندازه
را میکرومول سوبسترا  1که  دشمقداري از آنزیم تعریف 

منتن از -براي رسم نمودار میکائیلیس .در دقیقه آزاد کند
) مولار میلی 6تا  PNPX )1ي مختلف سوبستراي ها غلظت

، حداکثر سرعت (Km)ثابت میکائیلیس . دشاستفاده 
(Vmax)  وkcat افزار  با استفاده از نرم ها آنزیمGraphPad 

prism 5 گیري شد اندازه.  
 SXAي ها آنزیم بیشینهبهینه براي فعالیت  pHدما و 

طبیعی و جهش یافته با استفاده از سنجش استاندارد در 
 یپایداري حرارت .دشي مختلف تعیین ها pHدماها و 

در . مورد بررسی قرار گرفت آنزیم با استفاده از دو روش
انکوبه گردید و فعالیت  C 55°روش اول، آنزیم در 

ي مختلف با استفاده از روش ها مانده در زمان باقی
در روش دوم، آنزیم  .دشاستاندارد گفته شده تعیین 

گزایلوزیداز در دماهاي مختلف به مدت یک ساعت 
و میزان فعالیت هیدرولیز کنندگی آنزیم  گردیدانکوبه 

  .گیري شد انکوبه شده با استفاده از روش استاندارد اندازه
  
ي طبیعی و جهش ها مطالعات ساختاري پروتئین -2-7

  یافته
در  (Circular dichroism)مطالعات دورنگ نمایی دورانی 

 Tris-HCl 4مولار و بافر  میلی 18بافر فسفات سدیم 
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 Avivo model) با استفاده از دستگاه (pH 7.3)مولار  میلی

of 215 CD spectropolarimeter) اطلاعات . انجام شد
Far UV CD )200  با غلظت آنزیمی ) رنانومت 250تا

mg/ml 2/0 نتایج بر اساس ضریب . گیري شد اندازهθ 
(deg.cm2.dmol-1) ضریب . بیان گردیدθ  بر اساس معادله

[θ] λ = (è100MWR)/ (cl)  در این معادله،. دشمحاسبه c 
، طول عبوري نور بر mg/ml ،lغلظت پروتئین بر حسب 

در مشخص طول موج  بیضوي در θمتر و  اساس سانتی
  .نظر گرفته شد

با استفاده  C 25°طیف فلورسانس ذاتی پروتئین در دماي 
المر -شرکت پرکین LS55از دستگاه اسپکتروفوتومتر 

نانومتر تنظیم  280موج تهییجی در طول . گیري شد اندازه
 400تا  300ي ها گردید و طیف نشري بین طول موج

مولار  میلی 50در بافر  ها همه واکنش. نانومتر ضبط گردید
غلظت پروتئین در همه . انجام شد (pH 7.0)تریس 

  . فته شددر نظر گر µg/ml 20حدود  ها نمونه
  
  و بحث نتایج -3
  طراحی جهش -3-1

منظور طراحی و ایجاد گزایلوزیداز پایدار از باکتري به 
 SXA، ساختار کریستاله آنزیم سلنوموناس رومینانتیوم

(3C2U) با استفاده از  .]12[ مورد بررسی قرار گرفت
اسید آمینه سیستئین  3روش المان مشخص گردید که 

  ). 1جدول ( اند درون ساختار پروتئین قرار گرفته
  

تیتراسیون گروه هاي تیول در حضور و عدم حضور   1جدول 
  مولار 6گوانیدیوم هیدروکلراید 

   SHغلظت   
  )GuHClعدم حضور (

  بر حسب میلی مولار

   SHغلظت 
  )GuHClدر حضور (
  بر حسب میلی مولار 

  91/4  23/1  تیپ وحشی
  63/3  22/1  جهش یافته

توانند  میي فعال تیول دارند که ها ي آزاد، گروهها سیستئین
به طور مشخص،  .شوند ها باعث ناپایداري پروتئین

ي تیول ها ي آزاد از طریق گروهها اکسیداسیون سیستئین
به همین دلیل،  .شود ها تواند سبب ناپایداري پروتئین می

 ها در ساختار پروتئین مدفون اسیدهاي تعویض این آمینو
آب گریز در بسیاري از موارد سبب افزایش  اسید وآمین با

با توجه به این . ]17-13[ ده استش ها پایداري پروتئین
درون فضاي غیر قطبی پروتئین  286که سیستئین موقعیت 

مدفون شده است، تصمیم گرفته شد با استفاده از 
اي هم  با اسید آمینههدفمند این اسید آمینه  زایی جهش
ثیر أت والین جابجا شود تا بتوان و آب گریز ماننداندازه 

 SXAاین جابجایی را بر روي پایداري حرارتی آنزیم 
  .کردبررسی 

 
بر فعالیت گزایلوزیداز طبیعی و  pHتاثیر دما و  -3-2

  جهش یافته
استفاده  pHبراي بررسی دما و  ها از فرم خالص همه آنزیم

 50با استفاده از بافر  ها بر فعالیت آنزیم pHاثر . شد
تا  5/2(ي مختلف ها pHمولار سیترات در محدوده  میلی

بیشترین فعالیت در هر دو فرم آنزیمی در . دشتعیین ) 0/8
pH 4.8 وابستگی فعالیت آنزیم به دما در . به دست آمد

مولار  میلی 50در بافر  C 70°تا  C 30°محدوده دمایی 
ي طبیعی و ها آنزیم. گیري گردید اندازه pH 4.8سیترات 

در محدوده وسیع دمایی ذکر شده فعال بودند،  جهش یافته
  اما بیشترین فعالیت آنزیمی در هر دو مورد در دماي

°C 50 نتایج به دست آمده نشان داد که دما و  .دیده شد
pH  پیکیابهینه آنزیم جهش یافته و طبیعی بیان شده در 

شبیه آنزیم گزایلوزیداز بیان شده در باکتري  پاستوریس
  ).2شکل (است  رومینانتیوم سلنوموناس
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  )الف(

  
  )ب(

تعیین خصوصیات آنزیم هاي طبیعی و جهش یافته   2شکل 
SXA :رخ  نیمpH )در بافر سیترات ) ب(رخ دمایی  و نیم) الف

فته شده در مواد گاندازه گیري بر اساس روش . میلی مولار 50
  .ها انجام شد روش و

  
ي طبیعی و ها تعیین پارامترهاي سینتیکی آنزیم -3-3

  جهش یافته
افزار پریسم،  منتن و نرم-با استفاده از منحنی میکائیلیس

آنزیم گزایلوزیداز  Vmaxو  Km ،kcatپارامترهاي سینتیکی، 
در مقایسه . حاسبه گردیدم C286Vطبیعی و جهش یافته 

پایین  kcatطبیعی، فرم جهش یافته تا حدودي  SXAبا 
 5/156در مقابل  S-1 5/142(دهد  میتري از خود نشان 

آن تغییر  (Km)در حالی که ثابت میکائیلیس ، )آنزیم طبیعی
کی آنزیم تیییی کاتالااکار .از خود نشان نداد محسوسی

جهش یافته تغییر محسوسی نسبت به فرم طبیعی نشان 
یی کاتالایتیکی جهش یافته نیز االبته میزان کار .نداد

همچون فرم طبیعی از مورد مشابه بیان شده در باکتري 
 ). اطلاعات اینجا نشان داده نشده است(بیشتر بود 

 
  پایداري حرارتی -3-4

درجه  60و  55در دماي  ها پایداري حرارتی آنزیم
بر طبق روش گفته شده در قسمت مواد و گراد  سانتی
مشخص  3طور که در شکل  همان. محاسبه گردید ها روش

   C 55°در دماهاي  C286Vشده است، جهش یافته 
از  SXAپایداري بیشتري نسبت به فرم طبیعی  C 60°و 

نشان داد که نیمه عمر آنزیم نتایج  .دهد میخود نشان 
 5/6و  14به ترتیب  C 60°و  C 55°جهش یافته در دماي 

باشد که نسیت به آنزیم طبیعی اقزایش یافته  میدقیقه 
به  C 60°و  C 55°نیمه عمر آنزیم طبیعی در دماي (است 

    ).استدقیقه  4و  5/8ترتیب 
گزایلوزیداز جهش یافته نسبت به فرم طبیعی فعالیت ویژه 

تحقیقات قبلی نیز نشان ). 2جدول (دهد  کمتري نشان می
ها با  داده بودند که افزایش پایداري حرارتی پروتئین

تواند منجر به کاهش نسبی فعالیت  زایی هدفمند می جهش
رسد کاهش  به نظر می. ]17- 14[پروتئینی شود 

ساختار آنزیم که در نتیجه پایداري حرارتی پذیري  انعطاف
تواند منجر به از دست رفتن نسبی  ایجاد شده است، می
 . ]18[فعالیت آنزیمی شود 

  
  نتایج حاصل از مطالعات ساختاري -3-5

از مطالعات دورنگ نمایی دورانی و فلورسانس ذاتی براي 
مشخص شدن دلایل افزایش پایداري حرارتی جهش یافته 

به منظور آنالیز . نسبت به فرم طبیعی استفاده گردید
بر اثر جهش از  SXAتغییرات احتمالی ساختار دوم 

 4طور که در شکل  همان. استفاده شد Far UV CDمطالعه 
غییر محسوسی در ساختار دوم آنزیم مشخص شده است ت

جهش یافته نسبت به آنزیم گزایلوزیداز طبیعی دیده 
  .شود نمی
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  )الف(

  
  )ب(

بررسی تاثیر دما بر پایداري سویه هاي طبیعی و   3شکل 
در  C 60°دماي ) و ب C 55°دماي ) الف .SXAجهش یافته 

گفته محلول آنزیمی در دماهاي . pH 4.8مولار  میلی 50بافر 
هاي  مانده فعالیت آن پس از زمان شده انکوبه شد و باقی

  .گیري شد مختلف بر اساس روش استاندارد اندازه
  

  یافته پارامترهاي سینتیکی آنزیم هاي طبیعی و جهش  2جدول 
 Km (mM)  kcat (S-1) kcat/Km  سویه

(S-1. mM-1)  
  2/46  5/156  4/3  تیپ وحشی
  7/40  5/142  5/3  جهش یافته

  
آروماتیک  اسیدهاي توجه به این که طیف نشري آمینو با

نسبتا به محیط اطراف آنها حساس است، بنابراین تغییرات 
توان با استفاده از  میساختاري حاصل از جهش را 

طور که در  همان .اسپکتروسکوپی فلورسانس ردیابی کرد

است طیف ذاتی در طول موج  مشخص شده 4شکل 
طبیعی است و  SXAیافته شبیه نانومتر جهش  340 بیشینه

  .شود میتغییري دیده ن

  
  )الف(

 

  
نشر ذاتی ) و ب Far UV CD) مطالعات الف  4شکل 

میلی مولار قسقات  18هاي طبیعی و جهش یافته در بافر  آنزیم
  pH 7.3میلی مولار تریس  4سدیم و 

  
اي بوسیله  طور گسترده از آنجا که طبیعت پروتئین به

 ، آمینو]19[ دشو میر کوالان تعیین ي غیها کنشتعداد میان 
پروتئین مورد بررسی قرار  286مجاور موقعیت  اسیدهاي

به سرور  همین دلیل جهش یافته مورد نظر به .گرفت
WHAT IF  داده شد و متعاقب آن با استفاده ازPymol  و

Swiss-Pdb Viewer نتایج نشان . مورد بررسی قرار گرفت
باشد و  میدرون ساختار پروتئین مدفون  Cys 286داد که 

توسط محیط هیدروفوب احاطه شده است و بنابراین 
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تواند سبب  میوالین  غیرقطبیاسید  آمینوتغییر آن با 
ي غیر کوالان و در نتیجه پایداري ها کنشافزایش میان 

تبدیل سیستئین به والین با  .شودبیشتر آنزیم جهش یافته 
تیول حذف شد و همچنین دهنده فعال گروه واکنش 

میزان آب گریزي زنجیره جانبی که به سمت داخل 
ي ها مشابه با پژوهش .پروتئین است نیز افزایش یافت

مدفون در اسیدهاي  دیگر، افزایش آب گریزي آمینو
باعث افزایش پایداري حرارتی  ساختار پروتئین معمولاً

 .]22-20[ دشو می ها پروتئین

  
  گیري نتیجه -4
β-  گزایلوزیدازها نقش مهمی در تجزیه گزایلوساکاریدها

 ،این قند پنج کربنه حاصل. به قند گزایلوز دارند
کاربردهاي فراوانی در صنایع مختلف از قبیل صنایع 
غذایی، نساجی و به خصوص تولید انرژي سوختی 

ساختار  این تحقیق با کمکدر  .]26-23[ دارد) بیواتانول(
 رومینانتیوم سلنوموناسیداز باکتري کریستال آنزیم گزایلوز

با استفاده از و یی کاتالیکی بسیار بالایی دارد اکه کار
 شدایجاد به حرارت  تر مقاومهدفمند پروتئینی  زایی جهش

در بسیاري از  تواند پتانسیل کاربردي فراوانی میکه 
همچنین در این پژوهش  .داشته باشد ي صنعتیها زمینه

مشخص شد که آمینو اسید سیستئین مدفون شده درون 
  .شود ها تواند باعث ناپایداري آن می ها ساختار پروتئین
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