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 كيدهچ

مطالعه حاضر . افزايش ميزان توليد آنزيم گزيلاناز از منابع ميكروبي همواره مورد توجه پژوهشگران بوده است :مقدمه
، باسيلوس موجاونسـيس ي كلاسيك بر افزايش ميزان توليد آنزيم گزيلاناز يزاي القا با هدف بررسي تاثير عوامل جهش

 .  هاي پر توليد انجام شد دست يافتن به سويهبه منظور  

اي  بـه عنـوان سـويه    ، PTCC 1723باسـيلوس موجاونسـيس  ضمن نشان دادن توانـايي   ، در اين تحقيق :ها   مواد و روش
ايجـاد  . يـي كلاسـيك اسـتفاده شـد    زا جهـش به منظور افزايش توليد آنـزيم از روش   ، جديد براي توليد آنزيم گزيلاناز

ي گيـر  غربـال اوليـه بـا در نظـر    . نظير اشعه فرا بنفش و اسيد نيترو انجام شد زا جهشتگان با به كار بردن عوامل ياف جهش
بـر روي محـيط آگـار حـاوي      ، بـود 6/1 كـه معـادل   ، تگان درمقايسه با بـاكتري والـد  ياف جهش H/C بالاتر بودن شاخص

 . گزيلان انجام شد

معادل و يـا بـالاتر از    قطر هالهته با شاخص ياف جهشسويه  72جمعدر  ، تيمار شده  كلونياز ميان تعداد بيشماري  :نتايج
تگان در كشت مـايع بـا مقـدار    ياف جهشميزان آنزيم توليد شده توسط  ،  گري در مرحله بعدي غربال. انتخاب شدند 6/1

ر نسـبت بـه   بيشـت ي توليد آنزيم يتواناته با ياف جهش 67از بين  ، سپس. آنزيم توليد شده توسط باكتري وحشي مقايسه شد
 58/319بـا ميـزان توليـد     43تـه شـماره   ياف جهـش و  IU/mL56/330 ي توليديبا توانا 17ته شماره ياف جهش ، باكتري والد

 .برابر سويه والد نشان دادند 3/3و  45/3توليدي معادل  افزايش انتخاب شدند كه به ترتيب

ي داراي جهـش مثبـت يـا مطلـوب و تحـت عنـوان       هـا  بـه عنـوان سـويه    ها سويهاين  ، در نهايت :گيري بحث و نتيجه
 .داري شدند ي داراي ارزش صنعتي در توليد آنزيم گزيلاناز نگهها تگان پر توليد انتخاب و به عنوان سويهياف جهش

 اسيد نيترو ، اشعه فرابنفش ، ي تصادفييزا جهش ، گزيلاناز ، باسيلوس موجاونسيس :هاي كليدي واژه
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 مقدمه
بـا   ، اسـت كـه در آن   ينـدي آي تصـادفي فر يزا جهش

تغييراتـي   ، زا جهشكار بردن عوامل شيميايي و فيريكي  به
ايجاد  ها محصولات توليد شده توسط ژني ها در ويژگي

و يـا   شـود  گـاهي محصـول اساسـاً توليـد نمـي     . دشـو  مـي 
ولـي گـاهي ايـن    . شـوند  محصولاتي غير طبيعي توليد مي

فرآيند منجر به افزايش توليد محصول در مقايسه با سويه 
آنـزيم   ، گزيلانـاز  . )2 و 1 (  شـود  والـد مـي  جهش نيافته يا 

دومين بيوپليمر فراوان در جهان  ، اصلي در تجزيه گزيلان
پس از سلولز است كه با حمله به پيونـدهاي بتـا يـك بـه     

و  3 (  شود چهار گزيلان باعث شكستن اسكلت اصلي مي
از جملـه   ، گزيلانازها كاربردهاي فراوانـي در صـنايع   . )4

هضم غذاي دام و طيور  ، فرآوري نان ، كاغذي يسفيد شو
-5 (  و توليد آن به طور انبوه مورد نياز اسـت  دو غيره دار

كـه   ، از آنجا كه توليد آنزيم از منابع توليد كننـده آن  . )9
توانـد بـه لحـاظ     نمـي  ، هسـتند  هـا  و قـارچ  ها باكتري بيشتر

گـوي نيازهـاي    ي كيفـي آن جـواب  هـا  كميت و ويژگـي 
ي توليــد كننــده هــا تغييــر ژنتيكــي ســويه ، تجــاري باشــد

آنزيمي در ازاي توليد بيشتر و يا تغيير كيفييـت محصـول   
به لحاظ  ها به طور كلي بهبود سويه. استتوليدي مد نظر 

ــزا جهــشي هــا صــنعتي و اســتفاده از روش ي تصــادفي ي
قابليـت توليـد را    ، يندي است كه در صورت موفقيتآفر

دهد و ايـن افـزايش در ميـزان     تا چندين برابر افزايش مي
توليــد آنــزيم گزيلانــاز بســيار بيشــتر و كارآمــدتر از      

ــر كلونينــگ و ســاير    روش ــه ديگــري نظي ــر هزين هــاي پ
كـه   ، اسـت دار  ي هـدف يزا جهشهاي ژنتيكي نظير  روش

ي ذاتـي خـود   هـا  شايد با توجه بـه محـدوديت و ويژگـي   
ي يسويه يا ميزبـان بيـان كننـده يـك ژن در نهايـت كـارا      

ي انـدكي در  هـا  پژوهش . )10و  7 (  چنداني نداشته باشند

رابطـه بــا افــزايش ميــزان توليـد آنــزيم گزيلانــاز از منشــا   
ي يزا جهشي ها ي يا قارچي و با استفاده از روشيباكتريا

انجام شده  هاي پژوهشبيشتر . كلاسيك انجام شده است
بر روي كلونينگ ژن گزيلاناز متمركـز شـده كـه ميـزان     

 زيـرا  .تواند تـا حـد محـدودي افـزايش دهـد      را ميتوليد 
ي وحشي توليد كننـده و ميزبـان بيـان    ها محدوديت سويه

خود مـانع از توليـد بـيش از     ، كننده ژن پس از كلونينگ
ي هـا  ضمن اينكه روش ، شود حد محصول كلون شده مي

. دهستنتر نيز  دار گران بر پايه كلونينگ و يا جهش هدف
و يـا مـواد    ش بـا اشـعه فـرا بـنفش     در حالي كه ايجاد جه

توانـد   تر بوده بلكـه مـي   تر و راحت نه تنها ارزان ، ييشيميا
نتايجي به مراتب بهتر در افـزايش توليـد محصـول مـورد     

ه ي ـتر ارا ي ژنتيكي گران قيمتها نظر نسبت به ساير روش
حـال بـه    هدهـد تـا ب ـ   مرور مقالات نشان مـي  . )5و  1 (  دهد

ــط    ــاز توس ــد گزيلان ــشتولي ــهياف جه ــا ت ــيلوس ي ه باس
از  ، در ايــن مطالعــه. اي نشــده اســت اشــاره موجاونســيس

ي بـا اسـتفاده از   يي القـا هـا  روش كلاسيك ايجاد جهـش 
عنوان ابـزاري در بهبـود سـويه     و اسيد نيترو به 0F1UV اشعه

در ميزان توليد آنزيم از  به دست آمدهنتايج  .استفاده شد
بهتـرين   ، ي جهش يافته مقايسه شـده و در نهايـت  ها سويه

 .ترين ميزان توليد آنزيم برگزيده شد سويه با بيش
 

 ها مواد و روش
 ميكروارگانيسم 

 Bacillus mojavensis PTCC1723 سويه ميكروبي

1F

هاي  اي ميكروارگانيسم مركز منطقه ليوفيليزه از شكلبه  2
تجديــد كشــت بــاكتري  بــراي. تهيــه شــد ايــران صــنعتي

بـرين   يجام و با انتفال سويه به محيط غن ـان اقدامات لازم
آن با موفقيـت انجـام   ي مرحله احيا هارت اينفوژين آگار

 .شد
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 PTCCموجاونسـيس   باسـيلوس  ييبررسـي توانـا   بـراي 

2Fدر توليد آنزيم گزيلاناز 1723

از سوبستراي اختصاصي  ، 3
اختصاصـي گـزيلان   محـيط  . آنزيم گزيلاناز استفاده شد

تهيـه شـده از    ، حاوي گزيلان خـالص پوسـته جـو    ، آگار
3Fفلوكاشركت 

گـرم در   (  و تركيبـات زيـر   7اسـيديته   بـا  ، 4
عصاره مخمـر   ، 5پپتون  ، 5گزيلان خالص  :تهيه شد ) ليتر

پتاسـيم هيـدروژن    دي ، 2/0آبـه  ت فسولفات منيزيم ه ، 5
 .15و آگار  1 فسفات

وحشــي بــر روي محــيط    كشــت نقطــه اي از بــاكتري  
، درچنـــين محـــيط كشـــتي   .اختصاصـــي تهيـــه شـــد  

هاله شـفاف ناشـي    ، ميكروارگانيسم مولد آنزيم گزيلاناز 
، هـا  رويت بهتر هاله براي. كند ميتوليد  از تجزيه گزيلان

 15بـه مـدت    درصـد قرمـز كنگـو    1/0با محلـول   ها پليت 
 يـك با محلول كلريد سديم  ، دقيقه رنگ آميزي و سپس

  . )11و  7 ، 6 (  مولار چندين بار شسته شدند
 يياتهيه سوسپانسيون باكتري

به ميزان يك لوپ وارد  باسيلوسساعته  24از كشت 
گـرم در   (  از محيط غني لوريا برتـاني حـاوي  ليتر  ميلي 50

ــر ــون :  )ليت ــون  ، 10تريپت ــديم   5پپت ــد س ــد 10و كلري  .ش
سـاعت   18انكوباتور به مدت  گرماگذاري برروي شيكر

. انجــام شــد rpm 160بــا دور گــراد  درجــه ســانتي 37 در
بـه   rpm9000از كشـت مـايع در دور   ليتر ميلي 10 ،سپس
سانتريفوژ شـد  گراد  درجه سانتي 4 دقيقه و دماي 5مدت 

از محـيط   ليتـر  ميلـي  10 بيومـاس در . تا بيوماس جدا شود
ــد    ــل ش ــتريل ح ــرايط اس ــاني و در ش ــا برت ــترون لوري  .س

در  بـه دسـت آمـده   طوري كه كـدورت سوسپانسـيون    به
  برابــر نــيم ، 1/0تــا  08/0معــادل نــانومتر  625طــول مــوج 

سوسپانسيوني حاوي  شكل به اين. شوددرجه مك فارلند 
 بـه دسـت آمـد   ليتـر   ميلـي سـلول در هـر    5/1×108حدود 

 ) 12-14( .  

 تيمار با اشعه فرابنفش
يي هـا  رقـت سـري   ياد شدهي ياز سوسپانسيون باكتريا

 50تهيه و از هـر رقـت بـه ميـزان      10-9تا  10-1مختلف از 
ي نوترينـت  هـا  پليـت . پليت كشت داده شد ميكروليتر در

ــار  ــرايآگ ــداد   ب ــمارش تع ــونيش ــا كل ــده و ه ي بازمان
مشـاهده هالـه    بـراي ي گزيلان آگـار اختصاصـي   ها پليت

تــه و مقايســه شــاخص ياف جهــشي هــا  كلــونيهيــدروليز 
H/C4F

والـد اسـتفاده    جهـش يافتـه بـا بـاكتري    ي ها  كلوني5
 فيليپس ميله اي شكل اشعه فرابنفشاز لامپ  . )15 (  شدند

بـراي ايجـاد جهـش    نـانومتر   280 با طـول مـوج  وات  30
متري لامپ قـرار   سانتي 20در فاصله  ها پليت. شد استفاده

 400بازه زماني اشـعه دهـي از صـفر تـا      . )16 (  داده شدند
ي كشت شده با فواصـل  ها شد و پليت ثانيه در نظر گرفته

. خـارج شـدند   فرا بنفشاي از معرض اشعه دهي  ثانيه 30
ــراي ــوگيري از فعــال شــدن  ب ــوري  جل ــرميم ن ، سيســتم ت

ي نايلوني سياه رنگ و در يك جعبـه  ها در كيسه ها پليت 
ي اشعه ها پليت ساعت 24پس از . ي قرار داده شدنديمقوا

و شرايط تاريكي گراد  درجه سانتي 37ديده از انكوباتور 
 هـا  ي ظهـور يافتـه بـر روي پليـت    هـا  كلونيخارج شده تا 

پليت يا نمونـه متعلـق بـه زمـان صـفر كـه       . شوند شمارش
، اسـت فـرابنفش   همان نمونه شاهد و بدون تيمار با اشـعه 

اوليه و تيمار نشـده اسـتفاده    يها  كلونيتعيين تعداد  براي 
ي هــا كلــونيشــمارش تعــداد  براســاس ، در نهايــت. شــد

 ميــزان -ميــزان مــرگ منحنــي  هــا بازمانــده در پليــت 
ترسـيم شـدكه نشـان     زا جهـش بازماندگان در اثـر عامـل   

، 1 (  دهنده تغيير تعداد بازمانـدگان در مقابـل زمـان اسـت    
  . )18 و 17 ، 15 

 تيمار با اسيد نيترو
 2/0مولار از نيتريت سديم در بافر اسـتات   2/0غلظت 

تهيه و پـس از سـترون شـدن بـا فيلتـر       5/5 و اسيديتهمولار 
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ميكرون بـه عنـوان محلـول پايـه اسـيد نيتـرو در تمـام         2/0
سوسپانسـيون   . )15 (  شـد ي اسـتفاده  يزا جهشمراحل بعدي 

 10ي با كـدورت نـيم درجـه مـك فارلنـد تهيـه و       يباكتريا
ليتـر    ميلـي  10ليتـر از آن وارد ارلنـي شـد كـه حـاوي        ميلي

 ايـن ارلـن در شـيكر   . اسيد نيترو دربافر استات بـود محلول 
ارزيـابي   بـراي . قرار گرفتگراد  درجه سانتي 37انكوباتور 

تحـت شـرايط    ، ييهـاي باكتريـا   تاثير اسيد نيترو بـر سـلول  
دقيقـه   5از سوسپانسيون سلولي سويه وحشـي هـر    ، سترون

شد ي گير ليتر نمونه ميلي 5/0به ميزان  ، دقيقه 75تا  ، بار يك
 05/0بافر سـديم فسـفات   ليتر  ميلي 5/4ي حاويها و به لوله
 بـراي از بافر سديم فسـفات  . انتقال يافت 7 اسيديتهمولار با 

. )16 (  اسـتفاده شـد   هـا  توقف اثـر اسـيد نيتـرو روي سـلول    
ليتر نمونه گرفته و بـه    ميلي 5/0 ، ياد شدهي ها از لوله ، سپس 

 .اسـتريل بـرده شـد    ي حاوي سرم فيزيولـوژي ها درون لوله
ميكروليتـر بـر    50از هر لوله    ،ها پس از هم زدن تمامي لوله

ي نوترينـت آگـار و گـزيلان آگـار اسـتريل      ها روي پليت
شـمارش   بـراي ي نوترينـت آگـار   ها پليت. كشت داده شد

 بـراي ي گزيلان آگار ها ي بازمانده و پليتها كلونيتعداد 
ي دچـار جهـش و مقايسـه    ها  كلونيمشاهده هاله هيدروليز 

ي جهش يافته با سـويه والـد در   ها  كلونيقطر هاله شاخص 
 37بـه انكوبـاتور   ، پـس از كشـت   ها پليت. نظر گرفته شدند

شمارش  برايساعت  24منتقل و پس از گراد  درجه سانتي
  . )19و  16 (  ي بـاقي مانـده خـارج شـدند    هـا  كلـوني تعداد 

ي سويه وحشـي و  يباكتريااز سوسپانسيون  ، به عنوان كنترل
 .تيمار نشده با اسيد نيترو استفاده شد

 منحني دوز بقا
ي هـا  افزايش اطمينان از موثر بودن جهش برايمعمولاً 
 زا جهـش ها در اثـر عامـل    ضريب مرگ سلول ، ايجاد شده

ابتـدا بـا   . شـود  در نظـر گرفتـه مـي    درصد 99/99تا  99بين 
ــر هريــك از   ــي مــرگ ميكروارگانيســم در اث ــين منحن تعي

بهينـه   يي ـزا جهشزمان تيمار براي فرايند  ، زا جهشعوامل 

ي بـا اشـعه   يپـس از تيمـار سوسپانسـيون باكتريـا     . )20 ( شد
ي تشكيل ها كلونيبا شمارش تعداد  ،و اسيد نيترو فرابنفش

مـدت  . بقـا در مقابـل زمـان رسـم شـد      -منحنـي دوز  ، شده
 انـد بـه   دچار مـرگ شـده   ها سلول درصد 99/99زماني كه 

از  . )16 ( عنوان زمان بهينه ايجاد جهش در نظر گرفتـه شـد  
ي با اشعه فـرابنفش و اسـيد نيتـرو    يزا جهشآن پس مراحل 

ته به دسـت  ياف جهشي ها كلونيچندين مرتبه تكرار شد و 
 .شدندي كمكيفي و  گري غربال مرحلهوارد آمده 

 قطر هالهتگان بر اساس شاخص ياف جهشغربال اوليه 
قطر از شاخص نيمه كمي   گري در اين مرحله از غربال

ها بـيش   ي كه توليد آنزيم آنهاي  كلونيانتخاب  براي ، هاله
بـا  قطـر هالـه   شـاخص  . از سويه وحشي است اسـتفاده شـد  

شفاف ناشي از هيدروليز گـزيلان بـر قطـر     تقسيم قطر هاله
 ،يافتگـان  سازي جهش پس از خالص .دست آمده ب كلوني

، محـيط گـزيلان آگـار    بـر روي  هـا   كلـوني از هر يـك از  
ــه   ــت نقط ــاره كش ــاخص  دوب ــد و ش ــه   اي داده ش ــر هال قط

. بـاكتري شـاهد مقايسـه شـد     هالـه قطر  باشاخص ها كلوني
ها از سويه والد  آنشاخص قطر هاله  ي كه نسبتهاي كلوني

بررسـي و   ي بالقوه پـر توليـد  ها كلونيبزرگتر بود به عنوان 
 .شدندسنجش بيشتر 

بر اساس ميـزان توليـد آنـزيم     ها يافته غربال ثانويه جهش
 گزيلاناز در كشت مايع

يافتگان برگزيـده شـده از مرحلـه اول بـه لحـاظ       جهش
تـا  شـدند  ميزان توليد آنزيم در محيط كشت مايع سـنجش  

هـا بـا ميـزان توليـد آنـزيم سـويه        ميزان توليد آنـزيم در آن 
 250ي هـا  بـراي ايـن منظـور در ارلـن    .وحشي مقايسه شـود 

ليتـر محـيط توليـد پايـه آنـزيم        ميلـي  50ليتري مقـدار    ميلي
، 5پپتون  ، 5گزيلان خالص  : )گرم در ليتر (  گزيلاناز حاوي

 و 2/0ت آبـــه فـــســـولفات منيـــزيم ه ، 5عصـــاره مخمـــر  
ــدروژن فســفات   دي ــه شــد 1پتاســيم هي ــراي. تهي تنظــيم  ب

كربنات سديم سترون استفاده درصد 10از محلول  اسيديته
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ي هـا  شد كه بـه طـور جداگانـه و پـس از اتـوكلاو محـيط      
 7روي  هـا  محـيط  اسـيديته  .شـد  هـا اضـافه   تخميري بـه آن 

  . )21 ( تنظيم شد
بـا   هـا  تـه ياف جهـش ي تـازه از  يهاي باكتريـا  سوسپانسيون
تلقـيح   بـراي درجه مك فارلند تهيه و  5/0كدورتي معادل 

متعلق به هـر   كشت پيش يها از محيط ، سپس. آماده شدند
ي تخميـري  هـا  وارد محـيط  درصـد  v/v ( 2 (  به ميزان   ،يك
 96ي محـيط كشـت توليـد آنـزيم بـه مـدت       هـا  ارلـن . شد

بـا دور   ادگـر  درجـه سـانتي   37انكوبـاتور   ساعت در شيكر
rpm 160 24از هر ارلـن در فواصـل زمـاني    . قرار داده شد 

ي گرفتـه شـده بـا    هـا  نمونـه . گيري انجام شـد  ساعت نمونه
 10مـدت   بـه  rpm 9000ي اپندورفدر دور ها انتقال به لوله

درجــه  4يخچــال بــا دمــاي  داراي دقيقــه در ســانتريفوژ  
عنـوان   هي بياز عصاره شفاف رو. سانتريفوژ شدگراد  سانتي

سـنجش فعاليـت آنزيمـي     بـراي منبع آنزيم گزيلاناز خـام  
ــد در همــان   . )22و  21 ( اســتفاده شــد از كشــت ســويه وال

 .شرايط به عنوان شاهد استفاده شد
 سنجش فعاليت آنزيم گزيلاناز

گـزيلان خـالص پوسـته     درصـد  w/v ( 5/0 (  از محلول
به عنـوان   ، 7اسيديته  ، مولار 05/0جو در بافر سديم فسفات

 همراهه از سوبسترا ب ليتر ميلي 5/0ميزان . سوبسترا استفاده شد

كه به ميـزان مناسـبي در بـافر     ، ازمحلول آنزيمي ليتر ميلي 5/0
درجــه  40دقيقــه در  20بــه مــدت  ، فــوق رقيــق شــده بــود

فعاليـت آنزيمـي بـا سـنجش     . گرماگذاري شدگراد  سانتي
ميزان قندهاي احيا كننـده آزاد شـده بـا اسـتفاده از معـرف      

از منحني  . )24و  23  (   شدمحاسبه  دينيترو ساليسيليك اسيد
تعيـين غلظـت قنـدهاي آزاد     برايگزيلوز -استاندارد قند د

يـك واحـد از فعاليـت آنزيمـي برابـر بـا       .  شدشده استفاده 
از آنزيم در نظر گرفته شد كه موجب آزاد شـدن  مقداري 

گزيلوز از سوبستراي بـه كـار رفتـه    -يك ميكرومول قند د
  . )25 (  شد در واكنش در هر دقيقه مي

 نتايج
 ،شـود  مشـاهده مـي   1كه در شكل شـماره   گونه همان

باكتري والـد بـا نشـان دادن هالـه شـفاف نـارنجي رنـگ        
حاصل از تجزيه گزيلان بـه عنـوان توليـد كننـده آنـزيم      

سـاعته   24ي ها كلونيقطر . گزيلاناز معرفي و شناخته شد
متـر و حـداقل    ميلـي  15باكتري از سويه وحشـي حـداقل   

 نتيجــه متــر بــود در ميلــي 25قطرناشــي از هالــه هيــدروليز 
 . به دست آمد 6/1ن معادل آقطر هاله شاخص 

 

 
شفاف تجزيه گزيلان در اثر  ي نارنجي رنگها ظهور هاله -1شكل 

 توليد آنزيم گزيلانازدر سويه وحشي
 

سمنحني مرگ سلولي  جاونسي س مو اشـعه  در اثر  باسيلو
 فرابنفش

ــكل  ــلول   2در ش ــرگ س ــي م ــا منحن ــيلوس ي ه باس
. شــود مشــاهده مــي اشــعه فــرابنفشدر اثــر  موجاونســيس

 99/99ثانيـه   200دهـد پـس از    بررسي نمودار نشـان مـي  
در واقـع در منحنـي نشـان    . اند ها از بين رفته سلول درصد

ثانيــه احتمــال دسترســي بــه  210داده شــده كــه در زمــان 
از  ، بنـابراين . سـت ته در اثر اشعه بالاياف جهشي ها  كلوني

ثانيـه مجـاورت بـا     210ي كـه پـس از   هاي  كلونياين پس 
وقـوع جهـش مطلـوب غربـال      از نظـر  ، زنده ماندنداشعه 

 .شدنداوليه و ثانويه 
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  . PTCC 1723باسيلوس موجاونسيس  يها بر ميزان زنده ماندن سلول فرابنفشتاثير تابش اشعه  -2شكل 

 .است در سه تكرار رسم شده ها نقاط نمايش داده شده بر اساس ميانگين داده
 

س موجاونسيسمنحني مرگ سلولي   در اثر اسيد نيترو باسيلو
ــكل  ــلول   3در ش ــرگ س ــي م ــا منحن ــيلوس ي ه باس

 .شـود  مـي در اثرتيمار بااسيد نيتـرو مشـاهده    موجاونسيس
ي اسـيد  ي ـزا جهشتعيين دوز بهينه  براينمودار  با دقت به

زمـان بهينـه تيمـار بـا      ، باسيلوس موجاونسـيس نيترو روي 
 99/99دقيقـه بـه دسـت آمـد كـه طـي آن        52اسيد نيترو 

 .از بين رفتند ها سلولدرصد 

 52در واقع طبق منحني نشان داده شده كـه در زمـان   
ي كـه در اثـر اسـيد    هـاي   كلـوني دقيقه احتمال دسترسي به 

از اين  ، بنابراين. نيترو دچار جهش شده اند حداكثر است
يتـرو  دقيقه تيمار با اسـيد ن  52ي كه پس از هاي نيوپس كل

از نظروقوع جهـش مطلـوب غربـال اوليـه و      ، زنده ماندند
 .شدندثانويه 

 

 
 . PTCC 1723باسيلوس موجاونسيس  يها تاثير محلول اسيد نيتروبر ميزان زنده ماندن سلول-3شكل 

 .است در سه تكرار رسم شده ها نقاط نمايش داده شده بر اساس ميانگين داده
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از نظر  اشعه فرابنفشي ها تهياف جهشفراواني  ) ب ، اشعه فرابنفشي ها تهياف جهشدر  قطر هالهشاخص  ) الف. اوليه  گري نتيجه غربال -4شكل 
 .قطر هالهي اسيد نيترو از نظر شاخص ها تهياف جهشفراواني  ) د ، ي اسيد نيتروها تهياف جهشدر  قطر هالهشاخص  ) ج ، قطر هالهشاخص 

 .است در سه تكرار رسم شده ها نقاط نمايش داده شده بر اساس ميانگين داده
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 ،از نظر توليد آنزيم اشعه فرابنفشي ها تهياف جهشفراواني  ) ب ، اشعه فرابنفشي ها تهياف جهشتوليد آنزيم در  ) الف. ثانويه  گري نتيجه غربال -5شكل 

   ي اسيد نيترو از نظر توليد آنزيمها تهياف جهشفراواني  ) د ، ي اسيد نيتروها تهياف جهشتوليد آنزيم در   )ج 
 .در سه تكرار رسم شده اند ها نقاط نمايش داده شده در نمودار الف و ج بر اساس ميانگين داده
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 تگانياف جهشنتايج غربال اوليه 
 72در مجمـوع   ، يي ـزا جهـش ام مرحلـه اول  ج ـانطي 

 قطـر هالـه   با جهش مثبت غربال شد كـه شـاخص    كلوني
بزرگتــري در مقايســه بــا بــاكتري وحشــي از خــود نشــان 

تعـداد   .شود مشاهده مي 4كه در شكل  گونه همان. دادند
 36و نيـز تعـداد    فـرا بـنفش  سويه پس از تيمار با اشعه  36

 قطـر هالـه  سويه پس از تيمـار بـا اسـيد نيتـرو بـا شـاخص       
ــماري از      ــداد بيش ــان تع ــي از مي ــويه وحش ــر از س بزرگت

قسـمت   4شـكل   بـر اسـاس  . تگان غربـال شـدند  ياف جهش
 قطـر هالـه  بـا شـاخص    17تـه شـماره   ياف جهش ، الف و ج
ــا  ــر ب ــين تيمــار شــده 2/3براب و  اشــعه فــرابنفشي هــا از ب

از بين  3برابر با  قطر هاله با شاخص 43شماره  تهياف جهش
قطـر  طور مشخصي شاخص  هب ، ي اسيد نيتروها تيمار شده

 .بزرگتري را نشان دادند هاله
 :ته پر توليدياف جهشگزينش 

يـدي و در مرحلـه   يي تاهـا  در راستاي انجام آزمـايش 
ــه  ــالگري ثانويـ ــزان  ، غربـ ــميـ ــزيم در  كمـ ــد آنـ ي توليـ

تگان مطلوب سـنجش و بـا ميـزان آنـزيم توليـد      ياف جهش
نتايج ايـن مقايسـه   .مقايسه شدشده توسط باكتري وحشي 

تـه بـه   ياف جهش 36از بين . گنجانده شده است 5در شكل 
تـه  ياف جهـش سـويه   فـرابنفش دست آمده از تيمار با اشعه 

 ته برتر با ميزان توليد آنزيميياف جهشبه عنوان  17شماره 
IU/mL56/330 با ميـزان   ، توانست نسبت به باكتري والد

برابـري   45/3افـزايش توليـد    ، IU/mL 73/95توليد اوليه 
 .را نشان دهد

بارز است چندين  5كه در شكل  گونه هماناز طرفي 
سويه جهش يافته با ميزان توليد آنزيم بالاتري از باكتري 

ته پر توليـد  ياف جهشاز جمله  ، وحشي نيز به دست آمدند
 ؛كه ناشي از تيمار سويه والد با اسيد نيترو بـود  43شماره 

برابـري را نسـبت بـه آن     3/3توانست افزايش توليـد   زيرا

در نتيجه اين سويه نيز به لحـاظ ميـزان آنـزيم    . نشان دهد
ــادل   ــه مع ــده ك ــد ش ــت داراي ا IU/mL 58 /319تولي س

ــه   ــوده و نگ ــت ب ــد ارزش و اهمي ــه  . داري ش ــا ك از آنج
سـاعت   48ن توليـد آنـزيم در سـويه والـد     ترين ميزا بيش

مــلاك  بــه دســت آمــدپــس از گذشــت فراينــد تخميــر 
ي هـا  سنجش و مقايسـه ميـزان توليـد آنـزيم بـراي سـويه      

اگـر  . ساعت در نظر گرفتـه شـد   48ته نيز همان ياف جهش
بــرداري و ســنجش ميــزان توليــد آنــزيم بــراي  چــه نمونــه

ساعته انجام  96و  48 ، 24ي ها تگان نيز در زمانياف جهش
تگـان نيـز بـالاترين ميـزان توليـد آنـزيم را       ياف جهش ، شد

 .ساعت نشان دادند 48همانند سويه والد پس از گذشت 
قسمت الف و ب ضريب همبستگي بين  6طبق شكل 

اشعه اوليه و ثانويه در تيمار با   گري نتايج حاصل از غربال
كتر از فاكتور آلفـا كـوچ  هر دو با  (  و اسيد نيترو فرابنفش

بـود كـه نشـان     793/0و  853/0به ترتيـب برابـر    ) 001/0
.  اسـت  بـين نتـايج ايـن دو مرحلـه     دهنده همبستگي قـوي 

 727/0دو به ترتيب برابر   ضريب تشخيص همبستگي اين
 درصـد  7/72 دهـد در  مـي محاسبه شد كه نشان  636/0و 

ــا دانســتن نســبت   مــيمــوارد  ــوان ب ــهت  شــاخص قطــر هال
، اشـعه فـرابنفش  ناشـي از تيماربـا    تـه ياف جهشي ها  كلوني

  غربـالگري هـا را در   مقدار آنـزيم قابـل توليـد توسـط آن     
 ــ ــه ب ــدس زد   هثانوي ــتي ح ــورد  . درس ــال در م ــن احتم اي

در .  اسـت درصد 6/63ناشي از اسـيد نيتـرو   تگانياف جهش
اخــتلاف  هــا ســويه ، يمرحلــه نيمــه كمــي و كمــهــر دو 

عـلاوه در مرحلـه دوم    هب .دهند ميمشابهي را با والد نشان 
تـر   تگـان بـا سـوش والـد خيلـي نمايـان      ياف جهشاختلاف 

تگاني كـه ميـزان توليـد آنـزيم     ياف جهشدر نهايت  . است
و يا افزايش توليد آنـزيم   بودها كمتر از سويه وحشي  آن

 .ها خيلي چشمگير نبوده كنار گذارده شدند در آن
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. اوليه و ثانويه  گري از غربالهمبستگي بين نتايج حاصل  -6شكل 

 تيمار با اسيد نيترو ) ب ، اشعه فرابنفشتيمار با  ) الف
 

 گيري  بحث و نتيجه
تگـان  ياف جهششودفراواني  ميكه مشاهده  گونه همان

بيش از بقيـه اسـت و حـدود     2/2تا  2 قطر هالهبا شاخص 

حاصـل   قطـر هالـه  ته با اين حـد از شـاخص   ياف جهش 45

قسمت ب و دال واضح اسـت   5و  4شكل در  .شده است

كه نسـبت   تگان مطلوبياف جهشكه فراواني آن دسته از 

، افزايش توليـد آنـزيم داشـتند    درصد 10تا  5به والد تنها 

 هسـتند ي كوچك ها داراي جهش ها  كلوني اين. ستبالا 

ي در يـك فراينـد   هـاي  و احتمال دستيابي به چنين جهـش 

افزايش ميزان توليد آنزيم اگر چه  ، ي زياد استيزا جهش

ها در مقايسه بـا بـاكتري وحشـي خيلـي چشـمگير       در آن

اي و ايجـاد   ي بهبـود سـويه  هـا  توان بـا روش  مينيست اما 

ها به نتايج مطلوبي در بـالاتر   ي پي در پي در آنها جهش

، از طرفي ديگر. ي توليد محصول دست يافتيبردن توانا

ي توليـد  يبـا توانـا  تگـاني  ياف شجه ـ احتمال دست يافتن به 

در اولـين   ، نسـبت بـه بـاكتري وحشـي     ، آنزيم بسيار بيشتر

ي طولاني ها مرحله بسيار اندك و نيازمند تكرار آزمايش

كه ممكن است زمان زيـادي صـرف    طوري هب  استمدت 

تگـاني شـودكه بـه اصـطلاح     ياف جهـش دسترسي به چنين 

گرچـه افـزايش توليـد    ا. شـود  ميي بزرگ گفته ها جهش

ها نسبت به باكتري والد بسـيار چشـمگير    محصول در آن

شـود   مـي ملاحظـه   5طـور كـه در شـكل     است امـا همـان  

مقايسـه  . تگـان بسـيار كمتـر اسـت    ياف جهـش فراواني ايـن  

آن اسـت   گويـاي تگـان  ياف جهشافزايش توليد آنزيم در 

كه تاثير اشعه فرا بنفش در مقايسه با اسيد نيترو در ايجـاد  

ي پـر توليـد بيشـتر بـوده     هـا   كلـوني  ي مطلوب وها جهش

تــر را  نتــايج قطعــي . )قســمت ب و دال -4شــكل  ( اســت

تگاني كه ميزان ياف جهشتوان با مقايسه نسبت فراواني  مي

كننـد و   مـي آنزيم بيشتري نسبت به باكتري وحشي توليد 

. از تيمـار بـا اشـعه فـرا بـنفش هسـتند ابـراز داشـت         ناشي

قسـمت ب و دال مشـاهده    -5كـه در شـكل    گونـه  همان

تگـان بـا ميـزان توليـد     ياف جهـش نسـبت فراوانـي    ، شود مي

واحد بيش از ساير مقادير اسـت و   130تا  100آنزيم بين 

فراوانـي بيشـتري را در    ، اين افـزايش توليـد   ، در اين ميان

تگان تيمار يافته با اشعه فرا بـنفش بـه خـود    ياف جهشميان 

و  4مقايسه قسمت الف و ج شـكل  . اختصاص داده است

ــديگر  5 ــا يكـ ــيبـ ــه  مـ ــاند كـ ــا آرسـ ــته از دقيقـ ن دسـ
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بزرگتر از باكتري والد  قطر هاله تگان با شاخصياف جهش

ــاً ــد و ضــريب    لزوم ــد كــرده ان ــز تولي ــزيم بيشــتري ني آن

در . همبستگي اين دو آزمايش بسيار نزديك شـده اسـت  

تگـان بـا   ياف جهـش واقع با دقت به منحني توزيـع فراوانـي   

قسمت ب و  4بزرگتر از والد در شكل  قطر هالهشاخص 

تگـان  ياف جهـش دال و مقايسه آن با منحني توزيع فراواني 

شـويم كـه    مـي متوجه  5پر توليد در قسمت بو دال شكل 

ــيش از  ــي درصــد  70ب ـــوزيع فراوان ــا ياف جهــشت تگــان ب

ــاخص  ــه ش ــر هال ــالاتر قط ــي    ، ب ــع فراوان ــوه توزي ــا نح ب

ــش ــياف جه ــان پ ــي تگ ــت م ــد مطابق ــد ر تولي ــريب . كن ض

ي و مرحله غربال ثانويـه بسـيار   همبستگي مرحله نيمه كم

رسـاندكه نتـايج برآمـده بـه      مينزديك به هم بوده و اين 

توان گفت نيازي بـه انجـام    ميقدري دقيق بوده كه حتي 

بــه عبــارتي ديگــر اگــر چــه اســت؛ يــدي نبــوده يروش تا

امـا نتـايج    ، ي اسـت يك روش نيمه كم قطر هالهشاخص 

. كنـد  مـي بـا آن مطابقـت    ي كـاملاً برگرفته از روش كم ـ

 بـه دسـت آمـده   تگان ياف جهشمنحني توزيع فراواني كل 

. در حالت تمام شماتيك يك منحني ناقوسي شكل است

تگـان  ياف جهشتوزيع فراواني  5و  4در نمودارهاي شكل 

كمتر از بـاكتري والـد و توزيـع     قطر هالهمنفي با شاخص 

. ي بدون جهش نشـان داده نشـده اسـت   ها  كلوني فراواني

حـذف    گـري  در همان مرحله اول از غربـال  ها  كلونياين 

. اسـت  ها سـنجش نشـده   شده و ميزان توليد آنزيم در آن

ــابراين ــورد    ، بنـ ــده در مـ ــاهده شـ ــي مشـ ــع فراوانـ توزيـ

تگـان  ياف جهـش فقـط متعلـق بـه فراوانـي      ، تگـان ياف جهش

پـس از بـاكتري والـد و بـا ميـزان       اًمطلوب است كه دقيق

. مشخص شده اند 5و  4توليد بيشتر در نمودارهاي شكل 

كند نحوه توزيع ايـن   اما آنچه در اين مورد مهم جلوه مي

تگاني كه ميـزان شـاخص   ياف جهشفراواني .  استفراواني 

قسمت الف  4است در شكل  6/1ها بالاتر از  آن قطر هاله

ي ها  كلونينحوه توزيع فراواني . است و ج گنجانده شده

بـــالاتر دقيقـــاً مشـــابه توزيـــع  قطـــر هالـــهبـــا شـــاخص 

تگاني است كه آنزيم بيشتري نسبت به والد طبق ياف جهش

تر را  نتايج قطعي. كنند ميقسمت الف و ج توليد  5شكل 

 .متوجه شد 6توان با دقت به شكل  مي

افزايش توليد گزيلاناز همواره مورد ذكر است شايان 

دستيابي به مقادير هر چـه   برايتوجه پژوهشگران بوده و 

ي گونـاگوني متوسـل شـده    ها محققان به راه   ،بالاترآنزيم

 يـاد  1اي نظير آنچه به اختصار در جدول شماره  عده. اند

ي هستند كـه  هاي است در جستجوي ميكروارگانيسم شده

ي را دارنـد و بـه طـور    يبـالا  گزيلانـاز توليـد   ييتوانـا  ذاتا

طبيعي و دست نخورده مقادير مناسبي از آنـزيم را توليـد   

برخي ديگر به دنبال بالا بـردن ميـزان    . )28-26 ( كنند مي

تركيبـات   سـازي  ي ميكروبـي طـي بهينـه   ها توليد از سويه

بـه   . )29 و 30 ( محيط كشـت و شـرايط تخميـري هسـتند    

، بـومي  137 باسيلوس موجاونسيسگزيلاناز  ، عنوان مثال

بـا     ،جداسازي شده از خاك مزرعه پنبه در حوالي كاشان 

 ســازي طــي بهينــه ، IU/mL 68/194توليــد اوليــه حــدود 

 تركيبات محيط كشت و شرايط تخمير به ميزانـي معـادل  

IU/mL 466/302  ــت ــزايش ياف ــين . )21 ( اف در  ، همچن

ــويه ــه اي از از 12p-137 س ــس گون ــه  ، استرپتومايس ــا ب ب

سازي تركيبات محيط كشت و  ي بهينهها كارگيري روش

بـه  واحد  27افزايش توليد آنزيم تا حدود  ، شرايط تخمير

  . )3 ( دست آمد
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 ي مختلفها مقادير آنزيم گزيلاناز توليد شده از ميكروارگانيسم -1جدول 

 نام ميكروارگانيسم سال نام محقق
 توليدگزيلاناز

 ) IU/mL (  
5Fاليويرا و همكاران

6 ) 31 (  2006 Penicillium janthinelum CRC 87M-115 8/54 
6Fپورنا و همكاران

7 ) 26(   2006 Bacillus pumilus 500 
7Fكاپورو همكاران

8 ) 27( 2008 MK001 سويهBacillus pumilus 1300 
8Fينگو همكاران

9 ) 7(  1995 Bacillus v1-4 52 
9Fيرو وهمكارانيكورد

10 ) 30(  2002 Bacillus thermoglucosidasius 17 
10Fاخوان سپهي وهمكاران

11 ) 21(  2011 Bacillus mojavensis 466/302 
11Fسريدوي و همكاران

12 ) 28( 2011 Trichoderma sp CDC-140 495 
12Fو همكارانپورسوك

13 ) 23( 2013 Streptomyces Sp.CA24 255 
13Fآنامالي و همكاران

14 ) 33( 2009 Bacillus subtilis 238 
14Fو همكاران يدويود

15 ) 4( 2009 Penicillium oxalicum  تهياف جهشسويه SAUE-3.510 5/488 
 56/330 17ته شماره ياف جهش Bacillus mojavensis 2013 تحقيق حاضر

 

و  1جدول شماره  آنچه دراز طرفي برخي ديگر نظير 
ي زيــر عنــوان شــده اســت بــا ايجــاد جهــش در  هــا مثــال
 ي ميكروبي سعي در بالا بردن ميزان توليد داشتندها سويه

15Fبر اساس گـزارش تاسـنيم و همكـارانش    . )4 ( 

در سـال   16
نـايجر سـويه جهـش    آسپرژيلوس توليدگزيلاناز از 2003

 ي بـا مـواد  ي ـزا جهشهاي  طي روش، GCBCX-20 يافته
ــيميا ــدود  يش ــه ح ــت  IU/mL 200ي ب ــزايش ياف ــه  ،اف ك

 برابر بيش از سويه والد آنزيم توليد كنـد  7/1توانسته بود 
ــال    . )2 (  ــابه در س ــي مش ــز و   2011در تحقيق ــدل عزي عب

16Fهمكارانش

بـا   فـرابنفش توانستند با به كار گيري اشـعه   17
ــوج   ــول م ــه از   254ط ــش يافت ــويه اي جه ــه س ــانومتر ب  ن

Streptomyces pseudogriseolus ــه  د ــي يابندك سترس
بيش از سويه والد توليـد   درصد 160بتواندگزيلاناز را تا 

اكـرام الحـق و    در بررسي كه توسط ، همچنين . )11 ( كند
17Fهمكارانش

انجام شـد نتـايج برآمـده در     2008در سال  18
آسپرژيلوس  روند افزايش توليد آنزيم پس از تيمار قارچ

18Fي نيتروزوگوانيـدين يي شـيميا زا جهـش بـا  نايجر 

بسـيار   19
منجـر بـه جداسـازي سـويه      زيـرا  ؛كارآمد گـزارش شـد  

ــش ــهياف جهـ ــدار    RH12 تـ ــه مقـ ــزيم بـ ــد آنـ ــا توليـ  بـ
IU/mL31/172   برابـري را نسـبت    65/1شد كه افـزايش

هـا توانسـتند آنـزيم     آن ، سـپس . نشان داد به قارچ وحشي
گزيلاناز توليد شده را ضمن بهينه سازي تركيبات محيط 

 IU/mL86/289كشت و شرايط تخميـري در نهايـت بـه    
برابر نسبت به ميزان اوليـه افـزايش توليـد     7/2برسانند كه 

ــت توليــد  2009در گزارشــي ديگــردر ســال    . )5 ( داش
19Fنروسپورا كراسا گزيلاناز و سلولاز از قارچ والد

توسط  20
20Fو همكـارانش محققاني چون رحيم 

ايـن  . شـد بررسـي   21
ي كلاسـيك و  ي ـزا جهـش روش  به كار گيريمحققان با 

 254با طول موج  فرابنفشبه كار بردن عواملي نظير اشعه 
نانومتر به يك سويه جهش يافته دست يافتند كه اگر چـه  

ي بيشتري در توليـد ايـن دو آنـزيم را دارد امـا ايـن      يتوانا
 توليد در مقايسه با سويه والد خيلي چشمگير نبودافزايش 

در بــالا بــردن  هــا از ايــن روشمحققــان  ، همچنــين . )34 (
ارزش صــنعتي و  بــاي هــا ميــزان توليــد ديگــر آنــزيم   

ــا   ــر پروتئازهـ ــوژيكي نظيـ ــاز  ،)13 (  بيوتكنولـ  ،)20 (  ليپـ
 ،)39-36و  34 ، 10 (  ســلولازها ) 35 و 15-12 (  آميلازهــا 
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ــاز  ــاز  ،)40 (  پولولان ــپاراژيناز -ال ،)18 (  كيتين و  ) 41 (  آس
ي با ارزش از جهش كلاسيك بهـره جسـته   ها ساير آنزيم

هــا در بــالا بــردن  گــرايش در اســتفاده از ايــن روش. انــد
 توليدات ميكروبي با ارزش ديگر نظير اسيد كلاوولانيك

ــين  ،)1 (  ــتوئين  ،)42 (  ملانـ ــين  ،)19 (  اسـ  ،)43 (  باسيتراسـ
ــل  و ديگــر  ) 44 (  توليــد زايليتــول و اتانــل    ،)16 (  بيواتان

  . )45 (  شود ميي ضد ميكروبي نيز مشاهده ها متابوليت
، مقايسه شده اسـت  1كه در جدول شماره  گونه همان

بـا   17شـماره   باسـيلوس موجاونسـيس  تـه  ياف جهـش سويه  
استفاده  برايي يقابليت بالا IU/mL 56/330توليد آنزيم 

هدف از اين مراحل رسـيدن  . در فرايندهاي تجاري دارد
سـازي   ته پرتوليد بوده تا با اعمال فرايند بهينـه ياف جهشبه 

شرايط تخمير و تركيبات محيط كشت بتوان ميزان توليد 
تـرين   پرتوليـد  ، بنـابراين . آنزيم را بيش از بـيش بـالا بـرد   

 بـراي انتخاب شده تـا   ) 17ته شماره ياف جهش (  تهياف جهش
ت از آن استفاده شود و ميـزان  اانجام مراحل بعدي تحقيق

 .توليد آنزيم بالاتر رود
 تشكر و قدرداني

ي علمي و صـنعتي  ها به اين وسيله از سازمان پژوهش
انجام اين  برايايران بابت تهيه امكانات و تجهيزات لازم 

سركار از  ، همچنين . شود ميپروژه صميمانه سپاسگزاري 
شـان در   ي ارزنـده ها خانم سپيده شكري به دليل همكاري

 . شود ميتشكر و قدرداني ويژه  ها انجام آزمايش
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Abstract 

Introduction: Over production of xylanase, enzyme from microbial resources was always 
considered by researchers. The present study was conducted to evaluate the effects of inductive 
mutagenesis, classical type, on enhanced xylanase production from Bacillus mojavensis in order 
to access to potent mutants with high capacity of production. 

Materials and methods: Bacillus mojavenis PTCC20 1723, by proving its potentiality to 
produce xylanase, was used as a wild strain for over production of the enzyme by classical 
mutagenesis. After using mutagens such as UV and nitrous acid, screening of different mutants 
was accomplished. Initial screening was based on the enhanced H/C21 ratios of the colonies in 
comparison with that of the wild strain on xylan containing agar medium. 

Results: Among numerous screened colonies, seventy two mutants with H/C ratio bigger than 
the parental strain, (H/C≥1.6), were isolated. At the next step, enzyme production of mutants 
was compared with that of the parental strain in liquid cultures. Overall, among 67 screened 
mutants, 2 mutants, which produced 319.58 and 330.56 IU/mL xylanase, were selected. These 
mutants produced 3.3 & 3.45 times more enzyme than the native strain, with preliminary 
production level of 95.73 IU/mL. 

Discussion and conclusion: These mutants, as superior ones & resulted from the classical 
mutagenesis, were selected as the best strains.  

Key words: Bacillus mojavensis, Xylanase, Random mutagenesis, UV rays, Nitrous acid 
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