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 چکیده

گیری جهت. شوندمیه صنعت استفاد در هاآناز نوع  200که تقریبأ  است شدهنوع آنزیم شناسایی 400ه قریب به امروز

را به خود اختصاص بازار  از این %20حدود که داردی زایلاناز، سلولاز و پکتیناز ها نشان از سهم عمدهبازار جهانی آنزیم

طیور، صنعت کاغذ، صنایع دارویی، صنعت نان، آبمیوه، ناز در صنایع غذایی، خوراک دام و زایلا هایآنزیم خواهند داد.

ک یاخته، تبدیل سوخت جامد به مایع و تولید سوخت گاز مایع، شفافیت روغن خوراکی و تولید اتانل تولید پروتئین ت

مورد استفاده در صنایع غذایی این پژوهش جداسازی و شناسایی مخمر مولد آنزیم زایلاناز  ازکاربرد دارند. هدف کلی 

های سطح استان اصفهان انجام شد. و گاوداریک صنعتی و خاک مرغداری شهر هایکارخانهگیری از پساب نمونه .است

گذاری بر روی محیط صورت کشت خطی و دیسکها به، نمونهآنزیم زایلانازغربال و سنجش کیفی نمونه مولد  برای

YPG  حاوی چوب راش و سنجش کمی فعالیت آنزیم به روشDNS ین به روش لوری انجام شد. سپس، و سنجش پروتئ

یابی و بلاست انجام شد و سویه جدید مولد والیتو پس از آن  PCR ،جدایه برتر مولد زایلانازشناسایی مولکولی برای 

-Pichia kudriavzevii strain SBNهای جدا شده نمونه مخمر از میان مخمر .شدثبت  NCBIبانک ژن جهانی آنزیم در 

IAUF-2  حداکثر فعالیت آنزیمبا u/ml 56/1317  نزیمیی آحداکثر فعالیت ویژهو u/mg 652/3271 از پس h 48  در

این  .شدثبت  MZ816945آن با شماره دسترسی  18srRNAجداسازی و توالی  rpm 120 و سرعت هوادهی ºC 30 دمای

 باشد.میجهان در  Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2اولین گزارش از تولید زایلاناز توسط مخمر 
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 مقدمه
یچیده و ناهمگن از دیواره سلول گیاهی یک ساختار پ

از دو لایه مجزا  است کهساکاریدها و ترکیبات فنولیک پلی

های سلول اولیه و ثانویه تشکیل شده است. به نام دیواره

سلولزها و پکتین همی سلول اولیه عمدتا از سلولز، یدیواره

های جوان و در حال رشد است. ل سلولشام تشکیل شده و

های دیواره سلولی ثانویه نزدیک به سلول اولیه در سلول

علاوه بر سلولز و همی . این دیوارهکنداولیه رسوب می

 در آن کم است. تینپکدارد اما مقدار  نیزسلولز، لیگنین 

ل ثانویه لیگنوسلولز را تشکیل میهای سلوهای دیوارهخوشه

از طور عمده هکه ب است ای ناهمگنلولز مادهلیگنوس .دهد

برای تخریب  .سلولز و سلولز تشکیل شده استلیگنین، همی

سلولی به قندهای  یساکاریدهای دیوارهو پلیمریزاسیون پلی

های لیتیک ای به نام آنزیمهای ویژهآنزیم هامیکروبساده، 

زیست توده گیاهی  .(1) دارند (CWLE) سلولی یدیواره

کاربردهای گسترده ترین منبع آلی روی زمین است و اوانرف

با توجه به هزینه و  دارند. صنعتی در تولید محصولات متنوع

بازده در صنایع تصفیه خانه، بر تولید سلولازها و زایلانازها 

بنابراین، تولید عناصر آنزیمی بالاتر با  شده است.تأکید 

مینه سوختای در زهابع تجدیدپذیر، تغییر عمداستفاده از من

ی ی اصلی دیوارهسازنده (.2) کندهای زیستی ایجاد می

-30لیگنین،  %15-20 از سلول گیاهی لیگنوسلولز است که

سلولز تشکیل شده است.  % 40-50و حدود سلولز همی 25%

 ها به کمک تعاملات کووالانسی و غیراین مؤلفه

ا تشکیل ی سه بعدی رک شبکه پیچیدهکووالانسی با هم ی

و زایلان است ها از زایلان تشکیل شده سلولزدهند. همیمی

اکنون سطح (. 3) به راحتی در طبیعت در دسترس است

هشداردهنده آلودگی و کاهش منابع غیرقابل تجدید انرژی 

برای ایجاد منابع انرژی پایدار  ی، ضرورت و اجبارو ذخایر

ی مواد زائد هر ساله مقادیر زیاد .ایجاد کرده استجایگزین 

لیگنوسلولزی )کشاورزی و جنگلداری(، چمنزارها و مواد 

ها، آوریرغم توسعه بسیاری از فنشود. علیتولید می چوبی

یند همچنان یک تنگنا برای انتخاب کم و هزینه بالای فرا

تبدیل جرم زیستی لیگنوسلولزی به مواد شیمیایی خوب با 

ای ت گستردهست. در سطح جهان، تحقیقاارزش افزوده ا

کلی مواد طورع این مانع در حال انجام است. بهبرای رف

قابلیت تبدیل به موادی مانند خوراک دام،  ،لیگنوسلولزیک

پروتئین تک سلولی، اتانول، زایلیتول، فورفورال، اسیدهای 

زایلانازها در  (.4) آلی، متان و مونوساکاریدها را دارند

و به دلیل تبدیل زیستی تجزیه همی سلولز استفاده می شوند 

مواد زائد گیاهی به محصولات با ارزشی همچون فورفورال، 

های مصنوعی های زیستی و شیرین کنندهزایلیتول، سوخت

های آنزیم .از اهمیت تجاری بالایی برخوردار هستند

برای ها به دلیل تجزیه آرابینوکسی زایلانزایلانولیتیک 

 .شونداستفاده مییت هضم خوراک دام نیز بهبود قابل

صنعت کاغذ سازی و سفید شدن  ها دراین آنزیم ،همچنین

کاهش قابل  سببدارند و یر کاغذ مهمترین کاربرد را خم

به کلر در محیط هستند.کیبات سمی توجه انتشار تر

در صنایع مختلف گیاهی از جمله سفید  ، زایلانازهاکلیطور

سازی آب ذ، مواد افزودنی خوراک دام، شفافکردن کاغ

و افزایش استخراج لیگنین از پالپ، تولید منسوجات، میوه 

و ت، استخراج قهوه، روغن و نشاسته سازی پروتوپلاسآماده

و پروتئین تک یاخته و  زایلیتوللوز و تولید بیواتانل و زای

 .(4و5) شوندهای قندی استفاده میها و شربتانواع حلال

 از جملهف زنده، مختل هایزایلانازها توسط ارگانیسم

ها و نرم تنان تولید و قارچ اکتینومیست و تک یاخته ریباکت

 کننده خوبهای گرما دوست، تولیدقارچ(. 3د )شومی

ها قارچزایلانازها حصل از  .زایلاناز خارج سلول هستند

مقاومت در برابر حرارت، مقاومت گسترده در برابر  قابلیت

وامل دناتوراسیون را دارند مقاومت زیاد در برابر ع،  pHتغییر

حال، ارای فعالیت مطلوب هستند. با اینو در دماهای بالا د

های فلزی، بهها معمولا توسط یونرچفعالیت زایلاناز این قا

ها از جمله انواع قارچ(. 6) شودویژه یون جیوه، مهار می

 .روندهای صنعتی به شمار میهای آنزیمتولید کننده

، کریپتوکوکوس آلبیدوس، یدا ایزانسیسکاند، آسپرژیلوس

، کیتومیوم گلوبوسوم، کلادوسپوریوم اگزیسپوروم

های از قارچ پنی سیلیومو  فوزاریوم، ترومایسس، تریکودرما

ی گونهاین میان  در. باشندمیمولد آنزیم زایلاناز 
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عنوان بهترین به هااکتینومایست متعلق به استرپتومایسس

 (.8و7)  اندشده شناختهایلانولیتیک آنزیم زتولیدکنندگان 

، شفرسومایسس استیپیتز ،کریپتوکوکوسها مثل مخمر

آیرئوبازیدیوم ، کاندیدا ارگاتنسیز، تریکوپورون بریانوم
ندگان کنعنوان تولیدبه ،جدا شده از مواد گیاهی پولولانس

هدف از انجام این  .(9) اندبالقوه زایلاناز گزارش شده

های مولد زایلاناز از ناسایی مخمرجداسازی و ش پژوهش

و پساب کارخانه جات مناطق مختلف ضایعات خاک و 

 باشد.ختلف و بررسی آنزیم تولید شده میم

 هامواد و روش
  های مورد استفادهکشتمواد شیمیایی و محیط

براث متشکل از  YPGکشت محیطدر این مطالعه 

 ز)گلوکز(،؛ دکسترو20(g/l)؛ پپتون، 10(g/l)عصاره مخمر، 

(g/l)20،؛ آب مقطرml  1000،  زایلان براث کشت محیطو

؛ 5(g/l)؛ پپتون5 (g/l)؛ عصاره مخمر،5(g/l)زایلان،حاوی 

آبه  7؛ منیزیم سولفات 1(g/l)دی پتاسیم هیدروژن فسفات

(g/l)1 ،؛ آب مقطرml 1000  وpH  ،7 شرکت مرک  از

  آلمان تهیه شد.

آنزیم زایلاناز، مواد مورد استفاده برای تولید 

جهت سنجش میزان فعالیت  DNSسوبسترای زایلان، معرف 

 1آنزیم و محلول نمک راشل بود. سوبسترای زایلان شامل، 

g زایلان)  sigma (90%≤ ،)4252X  product number 

،9014-63-5  (cas number  درml 100  5/5بافر سیترات 

pH= ،05/0 M  .معرف بودDNS ین مورد استفاده در ا

از  ، نیزسنجش میزان فعالیت آنزیم زایلاناز مطالعه برای

سولفیت g/l 5/0 سولفیت سدیم ، سود، g/l 10ترکیب 

و  نیترو سالسیلیک اسیددی پودر g/l 10فنل،  g/l 2 سدیم،

ml 1000  .نیز از ترکیب محلول نمک راشلتهیه شد، gr 80 

این .آب مقطر تهیه شد  ml 200 با تارتارات سدیم پتاسیم

چند تا خنک در جای و ای دربسته محلول در ظرف شیشه

  (.10) ماه قابل نگهداری است

های مولد برداری از خاک حاوی مخمرنمونه

 آنزیم زایلاناز

از خاک  اریدبرنمونه ،میکروبی نمونهتهیه برای 

اصفهان سطح استان  صنعتی هایو پساب کارخانه مرغداری

به دلیل احتمال وجود ها یریگ. در تمامی نمونهانجام شد

های حاوی از محیط مخمر زایلاناز مثبت تلاش بر استفاده

 آوریجمع برای قند و ترکیبات گیاهی و آلی بوده است.

حدود استفاده شد و  های استریلقاشقک از ،های جامدنمونه

gr 20 از عمق نمونه cm 7  های ظرفبه برداشته و  10تا

در و سریعأ دربسته های ظرف متقل شد. سپس، استریل

ی محل ذخیره در ºC 4یخچال ترین زمان ممکن به کوتاه

جان استان میکروبی آزمایشگاه دانشگاه آزاد فلاور منابع

  (.12و11) اصفهان انتقال داده شد

 های مولد آنزیم زایلانازگری مخمرغربال

ن نمونه مخمر جداسازی شده از لحاظ کیفی و میزا

عنوان سوبسترای اصلی کشت بهدر محیطتجزیه زایلان 

در  مخمر خالص نمونه ،بررسیبرای این  .شد بررسی ،آنزیم

 ،سپس .شد زایلان براث کشت دادهاختصاصی محیط مایع 

اره چوب با تنها منبع کربن خاک ypgمحیط جامد  به

درخت راش که به لحاظ میزان زایلان بالاترین میزان زایلان 

 یخط صورتبهانتقال داده شد و  ،ا دارددر میان گیاهان ر را

 شد. و دیسک بلانک حاوی نمونه مورد نظر کشت داده

ناز از نظر قطر هاله اطراف میزان فعالیت کیفی آنزیم زایلا

 (. 13) .بررسی شدها یا خط کشت کلنی

های مولد آنزیم سازی مخمرو خالصجداسازی 

 زایلاناز

آسپتیک به  نمونه خاک با رعایت شرایط gr 2مقدار 

ml 100  محیط کشتYPG  .در  ،سسپبراث افزوده شد

 h 48برای مدت  rpm120و شدت هوادهی  ºC 30دمای 

سازی بیشتر مخمرهای مولد زایلاناز، انکوبه شد. برای غنی

از کشت اول به محیط  ml 1تحت شرایط استریل مقدار 

براث جدید اضافه شد و تحت شرایط قبلی  YPGکشت 

منظور جداسازی کلنی مخمرها، به h 48پس از انکوبه شد. 

آگار به روش خطی، کشت داده  YPGاز نمونه مایع روی 

    انکوبه شد. ºC 30در دمای  h 48شد و به مدت 
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 آوریاستریل جمعهای مایع پساب در ظروف نمونه

 .تهیه شد سریال و پس از انتقال به آزمایشگاه رقت شد

-cfu/ml 4-10 ،5-10 ،6 هایاز رقت µl 100 میزان ،سپس

و کشت  داده شد آگار انتقال  ypgکشتبر محیط 7-10، 10

ها، بر سازی کلنیخالص برای سپس، شد. انجامسطحی 

روی همان محیط به روش کشت خطی، کشت داده شد و 

 قرار داده شد. ºC 30 انکوباتوردر  h 48 برای مدت

اب دست آمده برای مرحله بعد انتخهای خالص بهکلنی

 (. 13و  14) شدند

 ماکروسکوپی و میکروسکوپیخصوصیات بررسی 

 های مولد آنزیم زایلانازمخمر

 وصیات مورفولوژی و ماکروسکوپیخصارزیابی 

جلاء  و ، شکل، حاشیهی کلنیاندازهبا بررسی ها کلنی

جهت  ،سپس .دانجام ش ها روی پلیت محیط جامدمخمر

چند  با شد و دادهلام قرار کلنی منفرد روی  ،تهیه اسمیر

لام  min 2 پس از گذشت شد. آمیزیمتیلن رنگقطره آبی 

زیر میکروسکوپ با شد و  شستشو با آب مقطر استریل

از لحاظ  100و  40و  10و  4های مختلف عدسی

  (.11و  12) میکروسکوپی بررسی شد

رسم منحنی استاندارد سنجش فعالیت آنزیم 

 زایلاناز

ابتدا  ،کربنه زایلوز 5ارد قند تهیه نمودار استاند برای

 محلول شد وآب مقطر حل  lit 1 زایلوز در gr 2 محلول

gr/l 2  برای ایجاد محلول کاملا پایدار،  .حاصل شدزایلوز

های ، رقتسپساین فرآیند تهیه یک روز قبل انجام شد. 

شد در هر ویال تهیه  5/6تا  mM 0 متفاوت زایلوز با غلظت

رف دی نیتروسالسیلیک مع ml 1 کدام و در مرحله بعد به هر

 قرار دادهدر آب جوش  min 10 و به مدتاسید افزوده شد 

اسپکتروفتومتر دو  توسط دستگاهها ، جذب نمونهسپس شد.

  (.11) خوانده شد nm 540شعاعی درطول موج 

سازی خالصهای تولید آنزیم زایلاناز توسط مخمر

 جداسازی شده و 

 اختصاصی زایلان براثحیط کشت م ml  100ابتدا

کشت سازی شده به محیطاز مخمر خالص وسپس، شدتهیه 

محیط زایلان براث برای  .تلقیح شد اختصاصی زایلان براث

 rpmو سرعت هوادهی  ºC 30 در دمای h 48 مدت

از محیط ml 5 یک بار مقدار h 24 انکوبه شد. هر120

 rpm 10000با دور  min 10 کشت برداشته شد و به مدت

فعالیت آنزیم زایلاناز در سوپرناتانت  ،سانتریفوژ شد. سپس

قند  جذب حاصل از ،سپس گیری شد.اندازه DNSبه روش 

اندازه nm 540 موجآزاد شده از تجزیه زایلان در طول

هر واحد فعالیت آنزیمی طبق تعریف،  .شدگیری و ثبت 

، در شرایط خاص min 1 برابر است با مقدار آنزیمی که در

  (.15) سوبسترا را به محصول تبدیل کند μmol 1 مشخصو 

 گیری کمی فعالیت آنزیم زایلانازاندازه

در  min 10 برای انحلال بهتر و شدسوبسترا تهیه ابتدا  

از محلول  µl 900 سپس، شد. فور قرار داده ºC50 دمای

 آنزیم )حاصل از سوپرناتانت µl 300 سوبسترا به

 دمای و rpm10000 با دور  سوسپانسیون میکروبی محلول

ºC 4  و به مدتmin 10پس از گذشت شد. ( افزوده min 

معرف دی نیترو  µl 1800 شد وانکوبه  ºC50 در دمای 20

 µl 600و  DNSمعرف  µl 1200 سالسیلیک اسید حاوی

 min و صورت مجزا و جداگانه اضافه شدبه ،نمک راشل

پس از د. ش ماری قرار دادهدر بن ºC 100 در دمای 15

در ی مورد نظر لازم به سرعت جذب نمونهگذشت زمان 

  .(16) شدو نتایج ثبت شد خوانده  nm 540طول موج 

مولد زایلاناز با منحنی  مخمرمقایسه منحنی رشد 

 تولیدآنزیم زایلاناز

براث با غلظت  YPDکشت اولیه بر محیط از پیش

برداشته  ml 3 اولیه استاندارد معادل کدورت نیم مک فارلند

محیط  ml 100 جهت کشت و بررسی میزان رشد نمونه به

. پس از کشت نمونه در شداختصاصی زایلان براث تلقیح 

میزان کدورت حاصل از  ،محیط اختصاصی زایلان براث

یکبار به دلیل کند رشد بودن  h 9 رشد میکروارگانیسم هر

با بلانک  nm 600 مخمر تا فاز سکون ادامه و در طول موج

اسپکتروفوتومتر دو  قایسه و میزان جذب آن توسط دستگاهم

و منحنی رشد حاصل از آن گیری و نمودار شعاعی اندازه

  (.17) شدافزار گراف پد ترسیم توسط نرم
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گیری نحنی استاندارد پروتئین و اندازهرسم م

 ی آنزیمیفعالیت ویژه

رسم منحنی استاندارد پروتئین به روش لوری از  برای

 ده شد.پروتئین شرکت تالی ژن پارس استفانجش کیت س

 µlبه  05/0و  M 5/5 بافر سیترات با اسیدیته ی µl 200 ابتدا

طبق پروتکل کیت موردنظر اضافه شد.  یاز نمونه 300

 Aمعرف  µl 450 سنجش پروتئین شرکت تالی ژن پارس

 داده شد.قرار  ºC 50 در بن ماری min 10 افزوده و به مدت

اتاق قرار  در دمای min 10 به مدت Bمعرف  µl 50سپس، 

 و به مدت شد افزودهC معرف  ml 5/1 و در نهایتشد داده 

min 10 در دمای ºC 50 تاریک در بن ماری قرار در شرایط 

پس از گذشت زمان سریعأ جذب نوری آن را در شد. داده 

 (. 18) شدخوانده و بررسی  nm 650 طول موج

های مولد خمربررسی خصوصیات مولکولی م

 آنزیم زایلاناز

بررسی خصوصیات مولکولی مخمرهای مولد آنزیم  برای

 g/lحاوی استفاده شد. این بافر بافر استخراج  ، اززایلاناز

و  mM 100 با غلظتg/l10 Tris-HCl  و  CTABپودر20

g/l10 NaClبا غلظت M 4/1 g/l 5 EDTA  با غلظتmM 

 µl از بافر با ml 1 مقدار .استمرکاپتواتانول  µl 2 و 500

و به شد کشت مایع حاوی مخمر ترکیب از محیط 500

ها پس از آن، نمونه .قرار گرفت ºC 65 در دمای h 1 مدت

سانتریفوژ شدند و به  rpm 8000 با سرعت min 1 به مدت

آمیل الکل و کلروفرم با مخلوط ایزو µl 600 محلول رویی

له به آرامی تکان لو min 1 افزوده شد و به مدت 1:24نسبت 

 rpm با سرعت min 8 به مدت حاصل شد. مخلوط داده

پس از سانتریفوژ دولایه در مخلوط  .سانتریفوژ شد 12000

 اندازه به و شد منتقل دیگری لوله به رویی ایجاد شد. لایه

 شد.  افزوده سرد ایزوپروپانول آن هم حجم

 

 PCRتوالی پرایمر مورد استفاده در . 1جدول

Target length Accession Number Sequence Name 

789 bp 
Universal 

 

5’-CATTAAATCAGTTATCGTTTATTTG-3’ F1R )فوروارد( 

5’-TGATACCCCCGACCGTCCC-3’ ) R1Yیورسر( 

 

 PCR حجم و غلظت مواد مورد استفاده در. 2جدول

  µl 25 حجم نهایی در PCR غلظت برای واکنش غلظت استوک ماده

 µl 05/18 - - آب مقطر
 PCR 10 X 1 X µl 5/2 بافر

 mM 50 5/1 mM µl 75/0 کلرید منیزیم

dNTP mM 10 Mµ 200 µl 5/0 
 Mµ 10 4/0  Mµ µl 1 پرایمر پیشرو 

 Mµ 10 4/0 Mµ µl 1 پرایمر معکوس 
 µl 1 1 متغیر استخراجی DNA نمونه
Taq مرازپلی U/µl 5  1یونیت µl 2/0 

 µl 25 حجم نهایی
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 جهت تکثیر قطعات PCRیند یکل و میزان دمای مراحل مختلف فراس .3جدول 

 شدنما/زمان طویلد زمان اتصال آغازگردما/ دما/ زمان واسرشته شدن تعداد چرخه بخش

1 1 ºC 94 / min 5 - - 

2 35 ºC 94 / s 30 ºC 55 / s 40 ºC 72 / s 30 

3 1 - - ºC 72 / min5 

 

 با فریزر در h 1 به مدت و شد داده تکان آرامی به خلوطم

 با سرعت min 5 قرار گرفت. سپس به مدت -ºC 20 دمای

rpm 12000  های و مولکولسانتریفوژ شدDNA  دو بار با

 شستشو داده شدند و هر دو بار به مدت % 70الکل اتانول 

min 1 با سرعت rpm 12000 رسوبات در  شدند. سانتریفوژ

رار داده شدند تا خشک شوند. ق h 2 به مدت ºC 37 دمای

DNA حاصل در µl 100 آب مقطر حل و در فریزر با دمای 

ºC 20-  ی نمونه جدایهتکثیر قطعات  شد. فرایندنگهداری

و  1با استفاده از توالی پرایمر ذکر شده در جدول مجهول

طی  2مطابق جدول  PCRهای مواد مورد نیاز برای حجم

(. 3ی انجام شد )جدول دهسیکل و دوره و میزان حرارت

 طورکلی برای تفکیک والکتروفورز روی ژل آگارز به

شود. استفاده می DNAتعیین ماهیت و خالص سازی قطعات 

منظور تایید وجود و اختصاصی بودن در این مطالعه به

استفاده شد.  1ژل آگارز %از  PCRقطعات تکثیرشده با 

بافر  µl 1 باPCR از هر محصول  µl 6 میزان برای این کار

 . شدالکتروفورز  %1آگارز روی ژل  لودینگ مخلوط و بر

مشخص کردن اندازه محصولات تکثیر شده، ، برای همچنین

طورکلی اضافه شد. به DNAاندازه  از شناساگر µl 1 مقدار

کردن  قیاس DNAیک روش مناسب برای ارزیابی اندازه 

هم  است که DNA ladderاست با نام  DNAهای با رشته

شوند. ها بارگذاری میها در یکی از چاهکزمان با نمونه

های برای مهاجرت نمونهها، پس از بارگزاری کلیه نمونه

DNA ،تاژتانک الکتروفورز به دستگاه مولد جریان با ول 

ها در ز نمونهدر این مطالعه الکتروفور شود.متصل می مناسب

 .شدانجام  min 45 و به مدت V 75ولتاژ 
 

 

های مورد مطالعه، با استفاده از ردیابی مولکولی نمونه رایب

ای از پرایمرهای یونیورسال فوروارد و ریورس قطعه

18srRNA  توالی به شرکت پیشگام تعیین  برایتکثیر و

دست آمده به کمک سرور های بهارسال شد. توالی

BLAST  مورد ارزیابی همولوژی قرار گرفتند. سپس، توالی

بررسی و  Mega xو Finch TVافزار نرم نمونه توسط

درخت فیلوژنی آن ترسیم شد و نمونه در بانک جهانی ژن 

 (. 12ثبت شد ) NCBIدر 

 شناسایی مولکولی نمونه مخمر مولد آنزیم زایلاناز

 پودر آگارز با gr 25/0، ابتدا %1تهیه ژل آگارز  برای

ml 25  بافرTBE1X  و به مدتدر داخل بشر حل شد min 

محلول یکنواخت و  ودر ماکروویو حرارت داده شد  1

 µl مقدار ،min 1 از گذشت حدود پس .دست آمدبهشفافی 

1 Green viewer  شد تا با به آن اضافه و به آرامی هم زده

 این ترکیبسپس  محتویات بشر به خوبی مخلوط شود.

و شانه ژل داخل سینی قرار داده  شد داخل سینی ژل ریخته

و  شدشانه به آرامی از داخل ژل خارج  ستن ژلپس از ب .شد

شد. در سینی ژل داخل تانک الکتروفورز افقی قرار داده 

، بهداخل تانک ریخته شد TBE1Xمقداری بافر  این مرحله

از  µl 5/6 مقدار. طوری که سطح ژل با بافر پوشیده شد

حل وداخل  µl 1 Loading Dye در حدود DNAهای نمونه

جریان  ،هانمونه بارگذاریشد. پس از  ریختهها چاهک 

تنظیم شد و در نهایت ژل در  75الکتروفورز روی ولتاژ 

  (.12) مشاهده شد UV DOCدستگاه 

 نتایج
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ک نمونه از خا 37در مجموع آزمایشات انجام شده تعداد 

آوری شد که از این ها و پساب کارخانجات مختلف جمع

الص سازی شدند. عدد جدایه مخمری خ 10نمونه ها تعداد 

جدایه، مخمر  4جدایه مخمری، تعداد  10از تعداد کل 

طور که در شکل  همانزایلاناز مثبت تشخیص داده شدند. 

 strain یاوزویکودر ایچیپشده است نمونه  نشان داده 1

SBN-IAUF-2 منتخب و  نیریبا قطر هاله بالاتر نسبت به سا

 .استفاده شد یجهت آزمون سنجش کم

-Sیج حاصل از الکتروفوز قطعه تکثیر شده نتا 2شکل 

rDNA16  را پس از انجامPCR دهد. همان طورکه نشان می

در این شکل نشان داده شده است محصول حاصل دارای 

باشد. پس از تعیین ترادف می bp 480وزن مولکولی حدود 

قطعه حاصل و بلاست آن، مشخص شد این توالی به مخمر 

درخت  3باشد. شکل میمتعلق  پیچیا کوردیاوزوی

دهد. این گونه مخمری بهفیلوژنیک این مخمر را نشان می

عنوان بهترین مخمر مولد آنزیم زایلاناز در بانک جهانی ژن 

 Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2تحت عنوان 

ی مخمری خالصاز میان تعداد کل جدایه به ثبت رسید.

 Pichia kudriavzeviiسازی شده از منابع مختلف، مخمر 

strain SBN-IAUF-2  جداسازی شده از خاک مرغداری

و  4شد. جدول دانیال دارای بیشترین فعالیت آنزیمی شناخته 

، فعالیت ویژه آنزیم زایلاناز و فعالیت آنزیم 5و  4های شکل

-Pichia kudriavzevii strain SBNزایلاناز حاصل از 

IAUF-2 های را پس از مدت زمانh 24 ،48 ،72 ،96  و

 5و  4های دهد. همان طور که از شکلنشان می 120

 u/mlمشخص شده است، بیشترین فعالیت آنزیمی معادل 

 hپس از  u/mg 652/3271و فعالیت ویژه معادل  56/1317

گیری شده است که هم در سطح کیفی و هم در اندازه 48

منحنی رشد مخمر  6باشد. شکل سطح کمی قابل قبول می

. با توجه به این شکل و مقایسه آن دهدورد نظر را نشان میم

شود که بیشترین فعالیت آنزیم های قبل مشخص میبا شکل

 .گیری شده استو در دوره رشد مخمر اندازه h 48در 

   

   

ی داخل سترانتایج حاصل از بررسی ماکروسکوپی و میکروسکوپی نمونه تست سنجش کیفی و هاله تجزیه سوب .1 شکل

: تصویر ماکروسکوپی و A؛ SBN-IAUF-2جدایه  Pichia kudriavzeviiمخمر  سلولیکشت توسط آنزیم برونمحیط

تشکیل هاله تجزیه زایلان توسط  : تصویرC: تصویر میکروسکوپی نمونه جدایه مخمر؛ Bمخمر؛ ورفولوژی کلنی جدایه م

 ن توسط کشت خط نمونه: تصویر تشکیل هاله تجزیه زایلا D؛چاهک پلیتتست 

B A 

D 

 

C 
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، bp 1000، مارکر:  یمخمر جدایه18s-rDNA حاصل از ژل الکتروفورز  نتایج. 2 شکل

Neg :480: کنترل منفی، اندازه باند مشخص شده در ستون جدایه bp 

 

 

 

  Pichia kudriavzeviiمخمر SBN-IAUF-2 حاصل از ترسیم درخت فیلوژنی جدایه نتیجه. 3ل شک

 

 

 h 120طی  Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2ی آنزیم و فعالیت ویژه عالیت آنزیمف .4جدول 
 

h 120 

(u/ml) 

h 96 

(u/ml) 

h 72 

(u/ml) 

h 48 

( u/ml) 

h 24 

(u/ml) 
 ردیف

 Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2 نمونه مخمر 65/1207 56/1317 87/1170 163/595 18/432

 

 

 

 

 

 

 

h 120 
(u/ mg) 

h 96 
(u/ mg) 

h 72 
(u/ mg) 

h 48 
(u/ mg) 

h 24 
(u/ mg) 

 ردیف

 Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2 نمونه مخمر 96/2980 652/3271 264/2911 246/1523 497/1191

500 bp  
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  h 120طی Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2 یمخمرآنزیم زایلاناز نمونه جدایه  یویژه فعالیت .4ل شک

 

 
 h 120 طیPichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2  مخمریآنزیم زایلاناز حاصل از نمونه جدایه  فعالیت .5 شکل

 

 

 h 72 طیPichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2  مخمریرشد نمونه جدایه  منحنی. 6 شکل
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 گیریو نتیجهبحث 
ز ی بیوتکنولوژی اهای میکروبی در حوزهآنزیم

شوند و ارزش تولیدات در حال توسعه محسوب می

در بازار جهانی  1990های صنعتی در سالنزیماقتصادی آ

های زیستی آنزیم(. 19) یک میلیارد دلار آمریکا بوده است

های شیمیایی مزایای میکروبی در برابر دیگر کاتالیست و

های سوبسترای اختصاصی، فعالیتتوجهی از جمله قابل

پذیری امکان تولید بالا، قابلیت تجزیه کی بالا،کاتالیتی

و برای محیط زیست مخرب محسوب نمی دارندزیستی 

ای از ضایعات کشاورزی ها بخش عمدهزایلان(. 20) شوند

ها برای رو زایلانازایندهند از یی را تشکیل میو صنایع غذا

مورد استفاده قرار این ضایعات تبدیل زایلان به زایلوز در 

های زایلانازهای زیستی میکروبی کاتالیست .گیرندمی

زیرا در شرایط روتین و  ،هستندمناسبی برای تجزیه زایلان 

صیت سوبسترایی بالایی داشته و معمول تولید و اختصا

به دلیل  (.21) کنندهای خطرناک و سمی تولید نمیردهوفرا

های سنجش زایلاناز و غییرات بین آزمایشگاهی روشت

آژانس بین المللی انرژی پس از ، اشی از آننمشکلات 

بررسی های متعدد روش سنجش استاندارد بر پایه بستر و بر 

اگرچه ( 15) را مورد تایید قرار داده است DNSپایه روش 

اما اغلب  ،ی ساموگی نلسون مزایای مشخصی داردپروسه

ی کمتر است. مزایای عمده DNSمزایای آن نسبت به روش 

ها با ها با الیگوساکاریدوکیومتری پاسخ رنگاین روش است

افزایش درجه پلیمریزاسیون و همچنین حساسیت سنجش 

گیری قندهای احیا برای اندازه ، این روشاست. همچنین

از  هنگام ثابت بودن سایر شرایط سنجش،حتی  کننده،

. از عوامل مهم سنجش حساسیت کمتری برخوردار است

ی بستر زایلان ناز و مقایسهزایلاناز سنجش زایلافعالیت 

زایلاناز  4و  1فعالیت آنزیمی(. 22) استفاده شده در آن است

با تخمین زایلوز آزاد شده در محیط حاوی بلغور جو دو سر 

 DNSو با روش  % 1به عنوان سوبسترا و استفاده زایلان 

ا استفاده فعالیت زایلاناز ب(. 23) فعالیت آنزیمی سنجش شد

در بافر سیترات  %1عنوان سوبسترا توس به از زایلان درخت

انکوبه سپس قند  min 30 مدت ºC 50 فسفات در دمای

عنوان با استفاده از زایلوز به DNSآزاد شده توسط روش 

میزان فعالیت (. 24) استاندارد میزان فعالیت تخمین زده شد

دهای کاهشآنزیم زایلاناز با افزودن معرف سوموگی قن

یک واحد فعالیت  .تعیین شدند زایلوز دهنده به عنوان

 µmol 1انزیمی زایلاناز مقدار آنزیمی است که بتواند 

از سوبسترای زایلان آزاد  min 1 زایلوز را در مدت زمان

تولید آنزیم (2013) و همکاران Duarte .((.26و25) کند.

های مخمری در پروتئاز و زایلاناز را توسط گونههای لیپاز و 

گونه مخمر جمع 97زارش کردند. از متوسط گدمای کم و 

یپولیتیک و فعالیت پروتئولیتیک، ل بیشترینآوری شده 

که مشاهده شد بازیدیومیکوتا های زایلانولیتیک در گونه

ها، خارپوست دریایی و عمدتأ از ستاره دریایی، گلسنگ

و  Morais (.27) رسوبات دریایی جداسازی شده بودند

های جدید مخمر از داکردن گونهبا ج( 2013) همکاران

سازی پوسیده در اقیانوس اطلس این مخمرها از غنیچوب 

ی گونه YNBکشت تفاده از نیتروژن پایه مخمر محیطبا اس

از جنس سوجیامیلا و  باسیلیفرم آسکوپورسجدید مخمر 

است. مخمر  ماریوننسیزکاندیدا نزدیکترین نسل به توالی 

تنها منبع عنوان ا زایلان بهبه رشد در محیط کشت بقادر 

با فعالیت زایلانولیتیک سلولی های خارجکربن و آنزیم

اثر  (2014) و همکاران Salmon (.9) کندتولید می

متیل سلولز، زایلان و سوبستراهای مختلف سلولز، کربوکسی

های سلولاز و زایلاناز توسط زایلوز را در تولید آنزیم

پژوهش  در این(. 28) ند.کردبررسی  گانودرما اپلاتوم

بهترین مخمر مولد آنزیم زایلاناز از خاک مرغداری بر 

سوبسترای زایلان غربالگری اساس تشکیل هاله تجزیه روی 

یسه آن با سازی شد. بررسی منحنی رشد و مقاو خالص

های مختلف نشان داد که بیشترین فعالیت آنزیمی در زمان

ی فاژ رشد لگاریتمی و در ابتدا h 48 تولید آنزیم پس از

شده جداسازیده است. از میان مخمرهای مخمر اتفاق افتا

 Pichiaنمونه مخمر بیشترین فعالیت آنزیمی به 

kudriavzevii strain SBN-IAUF-2 تیبا حداکثر فعال 

ی میآنز یژهیو تیو حداکثر فعال 56/1317( u/ml) یمیآنز

(u/mg )652/3271 از  پسh 48 ی در دماºC 30  سرعت و
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است نشان داده  هابررسی .تعلق داشت rpm 120ی هواده
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Abstract  

Today, among 400 types of identified enzymes, approximately 200 types are used in industry. The 

global enzyme market depict a major portion for xylanase, cellulase and pectinase at around 20%. 

Xylanase enzyme is used in different industries such as food industry, animal and poultry feed, paper 

industry and pharmaceutical industry. The aim of this study was to identify xylanase-producing yeast. 

Effluents from factories and poultry farms in Isfahan were sampled. In order to isolate the xylanase-

producing yeasts, the samples were cultured on YPG medium containing beech wood using streak plate 

method. The enzyme activity was measured by DNS method and protein assay was done by Laurie 

method. The molecular identification of the best xylanase-producing isolate was performed using PCR 

followed by sequencing and blasting procedures. The yeast Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2 was 

isolated as the best xylanase producing yeast with the maximum enzyme activity of 1317.56 (u/ml) and 

maximum specific enzyme activity of 3272/3271 (u/mg) after 48 hours at 30 degree Celsius and aeration 

speed of 120 rpm. The 18s-rDNA partial sequence of the isolated yeast was deposited in GenBank, NCBI 

under the accession number of MZ816945. This is the first report of isolation and identification of 

xylanase-producing yeast Pichia kudriavzevii strain SBN-IAUF-2 conducted in Iran and it is 

recommended to be applied for optimal production of xylanase. 
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