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یک آنزیم  )AaCel9A( آلیسیکلوباسیلوس اسیدوکالداریوس باکتري از Cel9Aآنزیم اندوگلوکاناز  -کیدهچ
به طور اتفاقی هیدرولیز کرده و الیگوساکاریدهایی  مولکول سلولزرا در  4به  1 بتاپیوندهاي  و گرمادوست بوده

جهت بیان  AaCel9Aآنزیم حاوي ژن  pDEST17وکتور ابتدا  تحقیقدر این  .کندبا سرهاي احیا کننده تولید می
منتقل شده و بعد از بیان، با استفاده از ستون  )BL21اشریشیا کلی سویه ( ین نوترکیب به میزبان مناسبئپروت

پایداري آنزیم، با  ، دما و کلسیم بر روي فعالیت وpHگذاري تأثیرسپس با توجه به . دشنیکل آگارز خالص 
-SDSنتیجه الکتروفورز ژل   .استفاده از این سه متغییر فعالیت آنزیم با استفاده از روش رویه پاسخ بهینه گردید

PAGE خالص شده به خوبی بیان و وزن مولکولی داشته و کیلودالتون 59 در حدود نوترکیب نشان داد که آنزیم 
بر روي فعالیت آنزیم بیشتر از دما، و دما بیشتر از کلسیم  pH تأثیرنشان داد که پاسخ  روش رویهنتایج  .است

 92/4و غلظت کلسیم برابر با  C5/64° دماي، pH 35/6با  محیطدر  AaCel9Aبهینه شرایط فعالیت آنزیم  بوده و
توان گفت مدل  میبینی شده  نتایج آزمایشگاهی و نتایج پیش بالايدر نهایت با توجه به همبستگی  .استمولار 

  .آنزیم از صحت بالایی برخوردار است فعالیت شرایط بهینه بینی پیشنهادي در این تحقیق براي پیش
  

  .سازي فعالیت بهینه ،روش رویه پاسخاندوگلوکاناز، تخلیص پروتئین،  اسیدوکالداریوس،آلیسیکلوباسیلوس  :واژگانکلید
  

  مقدمه -1
 به عنوان زیست تودهگیاهان در سطح زمین  زیست توده

دیواره سلولی گیاهان را  سلولز بخش عمده .استغالب 
آلی قابل  ترین مادهبه عنوان فراوان دهد وتشکیل می

مري خطی از واحدهاي سلولز پلی. ]1[ استتجزیه 

 تواند بهمیو بوده  4به  1بتا گلوکز با پیوند گلیکوزیدي 
و مواد شیمیایی تولید انرژي  برايعنوان بهترین ذخیره 

-2[ در نظر گرفته شود از جمله بیواتانول انسانمورد نیاز 
منابع سلولز علاوه بر دیواره سلولی گیاهان، در . ]4

ها و کیست برخی از  ها، بسیاري از قارچ جلبک
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سلولز  از جهت استفاده. ]5[ پروتوزوئرها نیز وجود دارد
هاي مختلف شیمیایی و بیولوژیکی  روش با آن را معمولاً

 کهبه واحدهاي اولیگوساکاریدي و یا مونوساکاریدي 
ي ها روش. ]5[ کنند تجزیه میدارد، ارزش تجاري 

هاي شیمیایی  بیولوژیکی مزیت بیشتري نسبت به روش
. پذیرند انجام می) دماي پائین(ایط ملایم زیرا در شر ؛دارند

ها با تولید مجموعه  در روش بیولوژیکی میکرورگانیسم
مجموعه . ]6[ شوند میآنزیمی سلولاز باعث تجزیه سلولز 

این سه  .اندتشکیل شده یمآنز از سه گروه سلولازآنزیمی 
با یکدیگر در جهت تجزیه سلولز و  همکارگروه به طور 

 1-4بتا  شاملآنزیم این سه  .ندنکتولید گلوکز عمل می
، سلوبیوهیدرولاز )EC:3.2.1.4(اندوگلوکاناز 

)EC:3.2.1.91 ( و بتاگوکوزیداز)7[ باشندمی) 3.2.1.21[ .
اندوگلوکاناز، پیوندهاي گلیکوزیدي را به  1-4 بتا آنزیم

و  شکستهطور اتفاقی از درون مولکول سلولز 
 کندمیتولید با سرهاي احیا کننده  الیگوساکاریدهایی

آلیسیکلوباسیلوس از باکتري  آنزیم اندوگلوکاناز .]6،8[
 استآنزیمی گرمادوست  )AaCel9A( 1اسیدوکالداریوس

رزیدوي آمینواسیدي بوده و  537این آنزیم حاوي . ]2[
تواند  می AaCel9A .وزن مولکولی دارد کیلودالتون 59

ات اولیگوساکاریدي تبدیل عپلیمرهاي سلولزي را به قط
اختصاصیت سوبسترایی  همچنین این آنزیم . ]9[ نماید

بنابراین به لحاظ کاربردهاي صنعتی . ]10[ اي دارد گسترده
در استفاده صنعتی  نکات مهماز یکی  .د باشدتواند مفی می

 ها است تا میزان کاتالیز کارایی عمل آن ش، افزایها از آنزیم
افزایش و  براي. ]12-11[ در مقیاس صنعتی افزایش یابد

 هاي مختلفی همچون روش بهینه نمودن عملکرد آنزیمی
 سازي شرایط محیطی بهینهو  ]14-13[مهندسی پروتئین 

از  .جود داردو ،]17- 15[ ها عملکرد آنزیم براي فعالیت
روش  توان به میشرایط محیطی  سازي بهینههاي  روش

یا بطور  Response Surface Methodology( رویه پاسخ

                                                             
1. Alicyclobacillus acidocaldarius 

 به عنواناین روش . ]17[ اشاره نمود )RSMمخفف 
شرایط واکنش  سازي بهینهابزاري کارآمد در جهت 

حقیق در این ت. ]15[ ارائه شده است pHهمچون دما و 
ناقل در اول  ،AaCel9Aعملکرد آنزیم  سازي بهینه براي

pDEST17 اشریشیا کلیآنزیم به باکتري  این حاوي ژن 
بعد از بیان، آنزیم خالص  سپس. منتقل شد BL21 سویه

شده و با استفاده از پارامترهاي دخیل در عملکرد این 
جهت افزایش فعالیت  )، دما و غلظت کلسیمpH( آنزیم

   .آنزیم، شرایط واکنش آنزیمی بهینه شد
  
  ها  مواد و روش -2

از شرکت و اندازه نماي پروتئین  IPTG2القاگر 
Thermoscience )مواد استفاده شده در این  بقیهو  )آمریکا
  .تهیه گردید )آلمان( Merckتحقیق از شرکت 

  
  همورد استفاد وناقل ي باکتریاییها یهسو -2-1

 (تکثیر ناقل حاوي ژن  برايدر این تحقیق 

pDEST17حاوي ژن آنزیم AaCel9A ( یهسواز TOP10 
)Novagen( یهسو براي بیان پروتئین نوترکیب ازو BL21 

(DE3)  لازم به ذکر است  .استفاده شداشرشیا کلیباکتري
pDEST17   پروفسور تحقیقاتی حاوي ژن از گروه

Moera ]9[ طی همکاري علمی تحویل گرفته شد.  
  
  بیان و تخلیص آنزیم -2-2

 اشریشیا کلـی باکتري  حاوي ژن دري ها ناقل بعد از تکثیر
ي تکثیر شـده بـا اسـتفاده از کیـت     ها ، ناقلTOP10سویه 

ــرکت    ــمید ش ــتخراج پلاس ــره( Bioneerاس ــوبی ک ) جن
اشریشـیا  باکتري استخراج شده و توسط شوك حرارتی به 

منتقل و سپس با استفاده از  BL21(DE3) سویه بیانی کلی
 100( سـیلین  حاوي آنتی بیوتیـک آمپـی  LB3 محیط کشت

                                                             
2. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
3. Luria-Bertani 
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درجــه  30، بیـان پـروتئین در دمـاي    )گـرم بـر لیتـر    میلـی 
 IPTGمولار از  توسط غلظت نهایی یک میلی )گراد سانتی(
لیتر از سوسپانسـیون   میلی 250 .القا شدساعت  6مدت  به

 10به مـدت   AaCel9Aي القا شده حاوي آنزیم ها باکتري
ــه در ــاي  g10000× دقیق ــه 4و دم ــانتی( درج ــراد س  )گ
با افـزودن بـافر    حاصله رسوب باکتريشده و  سانتریفیوژ
ــده  ــریس(لیزکنن ــی 20 ت ــولار،  میل  PMSF1 1و  pH 7م

پـس از  . به حالت سوسپانسیون درآمـد دوباره  )مولار میلی
لیتـري   میلـی  15 به داخل فالکون آن سوسپانسیون باکتري

 ـ وارد و به روي یخ منتقل و سپس ا دسـتگاه سـونیکاتور   ب
 10( تحـت سونیکاسـیون   )آمریکا( Biocompareشرکت 

ــر دور، ــه  25 دور سونیکاســیون ه ــالسثانی ــه  35و  پ ثانی
 g20000× هاي لیز شـده در  سلول .قرار گرفت )استراحت

دقیقــه  20بـه مـدت    )گـراد  سـانتی (درجـه   4و در دمـاي  
به روي سـتون حـاوي    مایع رویی،سپس . سانتریفیوژ شد

 20تـریس   با بافر حاوي ستون آگارز منتقل و-رزین نیکل
 150، کلریدسـدیم  مـولار  میلی 20ایمیدازول مولار و  میلی
سپس پروتئین نوترکیـب  . شستشو شد pH 8مولار و  میلی

بـا افـزودن بـافر    ) Nدر انتهـاي  (حاوي دنباله هیستیدینی 
مـولار،   میلـی  250زول مولار، ایمیدا میلی 20حاوي تریس 
از سـتون خـارج    pH 8مولار و با  میلی 150 کلرید سدیم

حاوي پروتئین نوترکیب خـالص علیـه بـافر    محلول . شد
آنـزیم خـالص   در نهایت . مولار دیالیز شد میلی 20تریس 

، الکتروفـورز  SDS-PAGE آنالیز بـر روي ژل جهت شده 
  .]18[ گردید

  
  و تعیین غلظت پروتئین فعالیت آنزیمی سنجش -2-3

-دي روشسنجش فعالیت آنزیم با استفاده از 

 براي. ]19[ انجام شد) DNS2(نیتروسالیسیلیک اسید 
لیتر از محلول  میلی 45/0تعیین فعالیت آنزیم به روي 

سوبستراي از % 1محلول حاوي ( حاوي سوبسترا
                                                             
1. Phenylmethylsulfonyl fluoride 
2. 3,5-Dinitrosalicylicacid 

مولار  میلی 20و تریس ) CMC3(کربوکسی متیل سلولز 
)5/6 pH ((50  میکرولیتر محلول حاوي آنزیم)5/1 

بعد از انکوبه نمودن . اضافه شد) لیتر میلیگرم بر  میلی
 65دقیقه در دماي  3مخلوط واکنش آنزیمی به مدت 

 DNSلیتر از محلول حاوي  میلی 5/1، )گراد سانتی(درجه 
به مخلوط واکنش آنزیمی اضافه شده و مخلوط حاصل به 

دقیقه در در داخل آب در حال جوش، قرار داده  5مدت 
نانومتر با  540در طول موج  ها سپس جذب آن. شد

گیري  اندازه )، انگلیسGenway( دستگاه اسپکتروفتومتر
برابر با ) U( آنزیمی عمل طبق تعریف، یک واحد. شد

بتواند که در مدت یک دقیقه  استی مقداري از آنزیم
سرهاي احیا کننده معادل یک میکرومول گلوکز تولید 

 تعیین غلظت آنزیم با استفاده از روش برادفورد .نماید
و با استفاده از آلبومین سرم گاوي به عنوان استاندارد  ]20[

  .گرفتصورت 
  
رویه هاي مورد استفاده در روش زمایشآطراحی  -2-4

  :(RSM)  پاسخ
دما، میزان قدرت اسیدي  پارامترها بر پایه سه آزمایش

طبق نتایج به  .شدمحیط و غلظت یون کلسیم بررسی 
و همکاران دیده شده است که  Eckertتوسط  دست آمده

در فعالیت و  مولار میلی 10تا غلظت حضور یون کلسیم 
بر این اساس . ]2[ اثر مثبت دارد AaCel9Aپایداري آنزیم 

در این بخش اثر یون کلسیم، دما و میزان قدرت اسیدي 
فعالیت . محیط بر فعالیت آنزیم مذکور بررسی گردید

 71و 68، 5/61، 55، 52میزان سطوح پارامتر دما  آنزیم در
محیط  )pHیا ( سطوح قدرت اسیديدرجه سلسیوس 

، 5/2و سطوح غلظت کلسیم  85/6،2/8،9/8، 5/5، 8/4
آزمایش  20به طور کلی . بررسی شد 5/8، 5/7، 5/5، 5/3

در . ظر گرفته شدنار آنها در تکربا توجه به نقاط مرکزي و 
هاي پیشنهادي توسط شرایط متفاوت آزمایش 1 جدول

                                                             
3. Carboxymethyl cellulose 
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RSM لازم به ذکر است در این کار  .ارائه شده است
که یکی از ) 1CCD(طراحی نقطه مرکزي پژوهشی، روش 

 افزار با استفاده از نرم است، RSMهاي رایج الگوریتم
  .به کار گرفته شد 162تب مینی

  

 براي CCDهاي پیشنهاد شده توسط  شرایط آزمایش  1 جدول
  سازي فعالیت آنزیم سازي و مدل بهینه

شماره 
 pH T °C آزمایش

غلظت کلسیم 
  )mM(کلرید 

U/ml 
  تجربی

U/ml  محاسبه
  شده توسط مدل

1 5/6  60 5 9429/0  8935/0  
2 5/6  60 5/2  8400/0  7504/0  
3 5/5  55 5/3  3450/0  3791/0  
4 5/7  65 5/6  6888/0  6162/0  
5 5/7  55 5/3  4200/0  3779/0  
6 5/7  65 5/3  5250/0  5706/0  
7 5/6  52 5 2730/0  3381/0  
8 5/6  60 5 8421/0  8935/0  
9 5/6  60 5 8442/0  8935/0  
10 5/6  60 5/7  5880/0  6894/0  
11 5/5  55 5/6  3150/0  2609/0  
12 2/8  60 5 1218/0  2089/0  
13 5/6  68 5 9450/0  8916/0  
14 5/7  55 5/6  4410/0  3564/0  
15 5/6  60 5 8650/0  8935/0  
16 5/6  60 5 9870/0  8935/0  
17 5/6  60 5 8820/0  8935/0  
18 8/4  56 5 3780/0  3026/0  
19 5/5  65 5/6  6930/0  7266/0  
20 5/5  65 5/3  7014/0  7775/0  

  

  نتایج -3
  تخلیص آنزیم بیان و سازي بهینه -3-1

پروتئین پس از بررسی شرایط متفاوت جهت القاي بهینه 
                                                             
1. Central composite design 
2. Minitab16 

دماي  شرایط بهینه بیان آنزیم، باکتري بیانی،نوترکیب در 
°C 22 ساعت با غلظت القاگر 5، زمان )IPTG( 1 

  . بدست آمدمولار  میلی
پروتئین  ،قابل مشاهده است 1 که در شکلطور  همان

 .بیان شده است کیلودالتون 59نوترکیب با وزن مولکولی 
خود  Nبا توجه به اینکه پروتئین بیان شده در انتهاي 

ستون نیکل  با استفاده از ،داراي دنباله هیستیدینی است
طور  همان .)1شکل (تخلیص شد  AaCel9A، آنزیم آگارز

یص تخلشود، پروتئین نوترکیب  میمشاهده  1که در شکل 
پس از تخلیص، غلظت آنزیم با استفاده از  .شده است

از  .لیتر تعیین گردید میلیگرم بر  میلی 5/1برادفورد  روش
عملکرد با روش  سازي بهینهآنزیم خالص شده جهت 

  .رویه پاسخ استفاده شد
 

  
عصاره ، 1 ستون. SDS-PAGEالکتروفورز ژل نتیجه   1شکل 

عصاره سلولی  ،2، ستون ي القا نشدهها باکتريسلولی 
درجه  22ساعت بعد از القا در دماي  5(ي القا شده ها باکتري

تخلیص شده و  AaCel9A پروتئین نوترکیب، 3، ))گراد سانتی(
ي ها وزندر اندازه نماي پروتئین، . ، اندازه نماي پروتئین4

به ترتیب متعلق به  کیلودالتون 35و  45، 5/66، 116مولکولی 
، اوآلبومین و ومین سرم گاويي بتاگالاکتوزیداز آلبها پروتئین

  .است) کیلودالتون 35(لاکتات دهیدروژناز 
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شرایط واکنش آنزیم توسط روش  سازي بهینه -3-2
  رویه پاسخ

بر روي عمل  pHکه دما و  است طبق نتایج، دیده شدهبر 
 pH 5/6و  ºC 65 آنزیم در دماي گذاشته و تأثیرآنزیم 

یونسی و همکاران، نتایج منتشر ( بیشترین فعالیت را دارد
همچنین دیده شده است که کلسیم بر روي  .)نشده است

 .گذار استتأثیر AaCel9Aفعالیت و پایداري آنزیم 
و  pHگذاري سه پارامتر دما،تأثیربنابراین با توجه به 

 سازي بهینه برايغلظت کلسیم بر روي فعالیت آنزیم، 
سازي در بهینه .استفاده شد متغییر سه این عمل آنزیمی از

 ها ، پس از انجام آزمایشAaCel9Aشرایط واکنش آنزیم 
و حصول بر اساس طرح آماري تنظیم شده در جدول 

) )1(رابطه (اقدام به ارائه مدل ریاضی ) 1جدول (نتایج 
 تأثیرثر، بررسی ؤیندها، تعیین عوامل مابراي هر یک از فر

پارامترها با استفاده از نمودارهاي دو بعدي و سه بعدي و 
 CCDدر نهایت، تعیین شرایط بهینه با استفاده از روش 

  .گردید
y = b଴ +෍ (b୧x୧) +

୬

୧ୀଵ
෍ (b୧୧x୧୧ଶ) +෍ (b୧୨x୧x୨)

୬

୧،୨ୀଵ

୬

୧ୀଵ
 

)1(  
شود، این مدل درجه دو بوده و که مشاهده میطور  همان

طریق رگرسیون محاسبه ضرایب مربوط به هر عامل از 
بر اساس برازش نتایج تجربی معادله رگرسیون  .دشو می

  :براي فعالیت آنزیم عبارت است از
  
  
)2(  

2+

2+ 2 2 2

2+ 2+

0.8935 0.0181[Ca ] 0.0278pH 0.1645
0.0613[Ca ] 0.2254pH 0.09850
0.02415([Ca ] pH) 0.0168([Ca ] )
0.0514(pH )

y T
T

T
T

   

  

   
 

 

  .نشاندهنده فعالیت آنزیمی است y، )2(و ) 1(در رابطه 
دار بودن مدل و همچنین میزان دقت  مقدار اهمیت و معنی

 (ANOVA)1نتایج توسط تحلیل واریانس بینی آن در پیش
که توسط ( ANOVAنتایج حاصل از . ارزیابی شد

                                                             
1. Analysis of variance 

ارائه شده  2در جدول ) بدست آمد تب مینیافزار  نرم
دار بودن مدل درجه دوم با سه معیار  اهمیت و معنی. است

 عدم برازش، آزمون )Fآزمون ( 2هاي فیشرآزمون نسبت
مورد ارزیابی قرار  R2 (Adj.)و  R2ضرایب  و (LOF)مدل 

  .گرفت
  

هاي پیشنهاد شده  تحلیل واریانس جهت ارزیابی مدل  2جدول 
 RSMتوسط 

  منبع
درجه 
  آزادي

ANOVA براي مدل توصیف کننده  
SS Adj-MS F-

value 
P-

value 

  000/0  07/16  1383/0  245/1  9  رگرسیون

خطاي 
  مانده باقی

16  0860/0  0860/0  -  -  

عدم 
  برازش

10  06889/0  01378/0  01/4  077/0  

خطاي 
  مطلق

5  0171/0  0034/0  -  -  

  -  -  -  3311/1  30  مجموع

53/93R2=  
 

کمتري  pدر مورد هر یک از عوامل، هر کدام که درجه 
از آنجا که  از اهمیت بیشتري برخوردار بوده وداشته باشد 

درصد به عنوان سطح اطمینان در نظر گرفته  95مقدار 
، دیگر )p<0.05(صدق شرط شود، در صورت عدم می

از مدل پیشنهادي حذف  دارند عوامل که اهمیت کمتري
د شد و مدل تعریف شده بر اساس عوامل پر نخواه

 Fپیشنهاد شده مقدار   در مدل. شوداهمیت تعریف می
سطر اول از (تجربی محاسبه شده براي رگرسیون مدل 

ر د) 352/2(ی آن بسیار بزرگتر از مقدار بحران) 2 جدول
دار بودن مدل  ید معنیؤباشد، که ممی 95%سطح اطمینان 

ها مربوط به هر یک از مدل Pهمچنین مقدار . است

                                                             
2. Fishers variance ratio test 
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باشد که می) 95%بر سطح اطمینان ( 05/0کوچکتر از 
  .بینی نتایج تجربی است ید مناسب بودن مدل براي پیشؤم

 بینی شده نمودار پاسخ تجربی و پاسخ پیش 2در شکل 
 شده نشان داده ها بین آنمیزان همبستگی  بررسی جهت
 معمولاً 80%بزرگتر از  Rاساس منابع، مقادیر  بر. است

مقایسه . ]17[ باشدبینی مدل می ید مناسب بودن پیشؤم
آزمایش طراحی شده و مقادیر  20نتایج تجربی براي 

بینی شده توسط مدل نشان داد که مقدار ضریب  پیش
کننده شرایط بهینه  هاي توصیف براي مدل 1همبستگی

باشد که نشان  می%) 93( 933/0فعالیت آنزیم برابر با 
بینی شده  هاي تجربی و پیش دهنده تطابق مناسب داده

  .باشد می
  

  
  میزان همبستگی نتایج تجربی و نتایج تئوري  2 شکل

  
) 95%بر سطح اطمینان ( 05/0بزرگتر از  Pهمچنین مقدار 

ید مناسب بودن مدل ؤمربوط به معیار عدم پردازش م
به عبارت دیگر مدل . بینی نتایج تجربی است براي پیش

  .باشدداراي عدم برازش نمی
 2تحلیل پارتوآنزیم، ثر بر فعالیت ؤتعیین عوامل م براي

افزار  این تحلیل توسط نرم. ]21[ مورد استفاده قرار گرفت
هر فاکتور از  تأثیردر این روش  .صورت پذیرفت تب مینی

بینی شده  در پاسخ پیش هر ترم تأثیرطریق محاسبه درصد 
قابل ذکر است که منظور  .آید توسط رابطه زیر بدست می

                                                             
1. Correlation coefficient 
2. Pareto 

دما  مثلاً( يمتغیرها از و یا ترکیبی) مثلا دما(متغیر  ،از ترم
  .است مورد بررسی )pHو 
  
)2(  

2

2

1

100 0i
i n

i
i

bP i
b



 
 
   
 
 
 


 

معرف ضریب  biهر ترم و  تأثیردرصد  Piدر این رابطه 
 3نتایج حاصل از تحلیل پارتو در شکل . باشدهر ترم می

براساس نتایج حاصل شده دما و میزان . ارائه شده است
pH باشدثر در فعالیت آنزیم میؤمهمترین عامل م.  

  

  
  فاکتورهاي مؤثر بر میزان فعالیت آنزیم تأثیرنمودار   3شکل 

  
دما و میزان  تأثیرهاي رویه پاسخ و کانتور منحنی 4 شکل

pH پیش فرض  در مدل. دهدرا بر فعالیت آنزیم نشان می
طبق نتایج  .مولار تنظیم شده استمیلی 5غلظت کلسیم 

مشاهده می) 4شکل (و دما بر فعالیت  pHهمزمان  تأثیر
 7تا  6بین  pHو  C 68°تا  C 60°شود که دماهاي بین 

 pHشود که دیده مییطور همان. بیشترین  فعالیت را دارند
  .بیشتري نسبت به دما بر روي فعالیت آنزیم دارد تأثیر

زمان کلسیم و دما را بر  تأثیر هم 5هاي شکل منحنی
در این شرایط میزان اسیدي . دهندفعالیت آنزیم نشان می
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طور که در  همان. شده استتنظیم  5/6بودن محیط روي 
شود، دماي بین  ب مشاهده می -5نمودار کانتور شکل 

°C58  تا°C68 مولار از میلی 7تا  3هاي بین  و غلظت
لازم به ذکر . کلسیم بهترین اثر را بر روي فعالیت دارند

دهنده میزان  رنگ نشان است که در نمودار کانتور شدت
فعالیت آنزیم است، بطوري که افزایش شدت رنگ 

در . دهنده افزایش فعالیت آنزیم است نشان) تر شدن تیره(
تأثیر  توان مشاهده کرد که می 5نهایت با توجه به شکل 

  .حرارت بر روي عمل آنزیم بیشتر از کلسیم است
هاي مختلف کلسیم در محدوده  تأثیرات غلظت 6شکل 

pH دهد  نتایج نشان می. مختلف استpH  و  8/6تا  6بین

مولار فراهم کننده میلی 4/6تا  6/3میزان کلسیم بین 
شکل (هستند   بهترین شرایط مناسب براي فعالیت آنزیم

بیشترین فعالیت آنزیم در  5/6برابر  pHدر محدوده ). 6
. مولار کلسیم کلرید استمیلی 5غلظت نزدیک به 

بر  pHشود، تأثیر  مشاهده می 6در شکل طور که  همان
  .روي فعالیت آنزیم بیشتر از یون کلسیم است
بینی  هاي پیش مقادیر بهینه عوامل مؤثر، و همچنین پاسخ

شده و تجربی در این شرایط براي فعالیت بهینه آنزیم در 
ادیر نتایج نشان دادند که مق. ارائه شده است 3جدول 

.  بینی شده دارند تجربی مطابقت مناسبی با مقادیر پیش

  

  
  ). ب(و کانتور ) الف(منحنی رویه پاسخ . بر فعالیت آنزیم pHتأثیر همزمان دما و   4شکل 

  .مولار درنظر گرفته شده است میلی 5ها غلظت کلسیم  در این منحنی
  

  
  اند حاصل شده pH 5/6و کانتور در ) الف(منحنی رویه پاسخ . هاي مختلف کلسیم و دما بر فعالیت آنزیمتأثیر همزمان غلظت  5شکل 



 محسن اکبریان و همکاران  . . .از باکتري Cel9Aسازي فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز  بهینه

86 

  
  ) ب(و کانتور ) الف(منحنی رویه پاسخ . بر فعالیت آنزیم pHتأثیر همزمان یون کلسیم و میزان   6شکل 

  .گراد به دست آمده اند درجه سانتی 65در دماي 
  

  پیشنهاد شده توسط مدل شرایط بهینه  3جدول 
 پاسخ شرایط بهینه پیشنهادي

T 
(°C) 

pH [Ca] 
(mM) 

92/4  
بینی شدهپیش  تجربی 

5/64  35/6  968/0  903/0  
  

شود، نتیجه مدل پیشنهادي، ه میکه ملاحظ طور همان
تجربیات تطابق قابل قبولی با نتیجه مشاهده شده در 

یج نشان داد که بهترین اهمچنین نت. آزمایشگاهی دارد
، )گراد سانتی(درجه  5/64شرایط عمل آنزیم در دماي 

35/6 pH  باشد میاز کلسیم  92/4و غلظت.  
  

  گیريبحث و نتیجه -4
تواند باعث  می هاشرایط عمل اندوگلوکاناز سازي بهینه

تولید هر چه بیشتر اولیگوساکاریدها و مونوساکاریدها از 
پاسخ تا به زوش رویه که مطالعات  از آنجا. شودسلولز 

صورت نگرفته و تعریف دقیقی  AaCel9Aحال بر روي 
این  با ،است از شرایط بهینه عملکرد آنزیم در دست نبوده

شود، مطالعه و بررسی آزمایشگاهی مدلی که تعرف می
 تأثیرآزمایش  .توان رفتار آنزیم را به خوبی درك کرد می

یند به صورت اان دو یا چند عامل بر پاسخ یک فرهمزم
از طرفی  ،بر است گیر و هزینه تجربی امري بسیار وقت

به همین . باشند میدخیل  ها خطاي آزمایشگر نیز در پاسخ
نتایج منظور استفاده از محاسبات کامپیوتري براي حصول 
ن در ادقیقتر و سریعتر، وارد برنامه کاري بسیاري از محقق

یک روش  روش رویه پاسخ .ي مختلف علمی شدها زمینه
اخیر براي  هاي در سال محاسباتی و آماري بوده و

 به وفور ها توسط میکروارگانیسم ها تولید آنزیم سازي بهینه
اما با توجه با . ]16،17،22[ مورد استفاده قرار گرفته است

کافی تولید آنزیم افزایش  قط افزایش کاتالیز، براي اینکه
آن هم در مقیاس (براي بهینه نمودن کاتالیز  نیست،
شرایط بهینه عملکرد آنزیم نیز  سازي بهینهنیاز به ) صنعتی

رویه پاسخ براي بهینه از روش امروزه بنابراین . باشد می
شود  مینیز استفاده  ها الیت آنزیمنمودن شرایط فع

]15،23[ .Jeya  و همکاران با استفاده از روش رویه پاسخ
 Stereumنشان دادند که فعالیت گلیکوزید هیدرولازي از 

hirsutum در دماي °C37 ،5 pH  7/6و غلظت سوبستراي 
و  Singhاز طرف دیگر . ]23[ باشد میبیشترین مقدار % 

بهترین شرایط عمل سلولاز از  ،دمشاهده نمودن همکاران
Aspergillus heteromorphus  در دماي°C60  8/4و pH 

رین شرایط در این تحقیق دیده شد که بهت. ]15[ است
 C5/64 ،35/6 pH° دماي در) اندوگلوکاناز(عمل سلولاز 

توان  میبنابراین . مولار است میلی 92/4و غلظت کلسیم 
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 pHو گفت آنزیم مورد مطالعه در این تحقیق در دما 
 .الاتري نسبت به دو آنزیم دیگر عملکرد بهینه داردب

نیاز ي که هیدرولیز واکنش تواند در می AaCel9Aبنابراین 
 ،ي ذکر شدهها دارد نسبت به آنزیم به دماي بالاتري

تواند به لحاظ  میاین امر  .بهتري داشته باشدعملکرد 
  .مطلوب باشد )AaCel9A( استفاده صنعتی از این آنزیم

بر فعالیت آنزیم بیشتر از  pHات تأثیر نشان داد کهنتایج  
 تأثیربعد از . است توسط دما و کلسیمات اعمال شده تأثیر
pH میزان دماي واکنش و در نهایت غلظت کلسیم از ،

محیط به سرعت  pH تغییر .بودند اهمیت برخوردار
هاي جانبی آمینو گروه هاي یونیزه شونده تواند قسمت می

آنزیم را  ساختار و اسیدها را تحت شعاع قرار داده و رفتار
ساختار  توان گفت احتمالاً میبنابراین  .]24،25[ ر دهدتغیی

ي یونیزه شونده درگیر در کاتالیز ها و همچنین گروه آنزیم
تر از  حساس ،pHنسبت به تغییرات  AaCel9A آنزیمی در

از طرف  .است) دما و کلسیم(سایر عوامل مورد بررسی 
بین  را در تأثیردیگر نتایج نشان داد که کلسیم کمترین 

و آنزیم داشته  فعالیت پارمترهاي مورد بررسی بر روي
. مولار دارد میلی 7الی  3بیشترین اثر خود را در بازه بین 

پایداري و فعالیت تواند در  میدیده شده است که کلسیم 
ه در گزارش شده کهمچنین . ]26[ دخیل باشد ها آنزیم

برخی از اندوگلوکانازها مقادیر بالاي کلسیم باعث کاهش 
این اثر کاهش فعالیت . ]27[ شودفعالیت آنزیم می

پیوندهاي هیدروژنی  تواند ناشی از آشفتگی شبکه می
توان گفت افزایش  میبنابراین  .]28[ درگیر با آنزیم باشد
تواند باعث کاهش  میمولار  میلی 7غلظت کلسیم از 

کم  تأثیربه با توجه  د و از طرف دیگروفعالیت آنزیم ش
بر روي  )نسبت به سایر عوامل مورد بررسی( کلسیم

توان گفت کلسیم بیشتر از فعالیت، بر  میفعالیت آنزیم 
  . گذار استتأثیر AaCel9Aروي پایداري آنزیم 

نتایج مربوط به تطبیق نتایج آزمایشگاهی با در نهایت 
همبستگی مناسبی بین بینی شده نشان داد که  نتایج پیش

ئید کننده صحت أتواند ت میامر نتایج وجود دارد که این 
   .باشد در این تحقیق بالاي مدل پیشنهادي

  
  سپاسگزاري -5

ي گروه بیوتکنولوژي کشاورزي ها نویسندگان از مساعدت
دانشگاه  و فناوري معاونت پژوهشي مالی ها حمایت از و

  .کمال تشکر و قدردانی را دارندشهید مدنی آذربایجان 
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