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کننده و خصوصیات مولکولی ژن کد کاتالیتیکیهاي  منظور تعیین برخی ویژگیاین پژوهش به 

کننده این آنزیم ژن کد انجام شد.  Bacillus subtilis B5dسویهدر اندوگلوکاناز  4و1آنزیم بتا 

ثبت  NCBIاختصاصی تکثیر، تعیین توالی و در پایگاه اطلاعاتی  آغازگرهاي توسط B5d در سویه 

 Mega.4 و Vector NTIافزار  رسم درخت فیلوژنی با استفاده از نرم و حاصله توالی تجزیه. شد

نوکلئوتید بود که یک رشته  794شده شامل الین توبراساس نتایج حاصله قطعه تعییانجام شد. 

بررسی  مورد سویهدر این ژن توالی آمینواسیدي  ند. تجزیهک میاسیدآمینه را کد  264 پپتیدي با

شده توسط سویه مورد پژوهش چندبخشی بوده که قسمت ناز تولیداآنزیم اندوبتاگلوکداد که نشان

به خانواده  ) آن مربوطCellulose Binding Domain, CBDباند شونده به سلولز (

خانواده ) آنزیم مورد بررسی متعلق به CDو قسمت کاتالیک ( 3 گلیکوزیدهیدرولاز

  سویهتولید شده توسط  نازااندوگلوک 4و1بتا فعالیت آنزیم است. همچنین  5 گلیکوزیدهیدرولاز

B5dو گراد  درجه سانتی 30-70 ، در محدوده دماییpH 6/4 ر گرفت. نتایج مورد بررسی قرا

گراد  درجه سانتی 55در دماي  نازااندوگلوک 4و1آنزیم بتا کاتالیتیک  داد که بیشترین فعالیت نشان

هاي مختلف  pHبرآورد شد. بررسی پایداري آنزیم در شرایط دمایی و  U/L 83/461بوده که 

 ي بهتري دارد. آنزیم پایدار pH 10-5و در محدوده گراد  درجه سانتی 60داد که تا دماي  ننشا
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  مقدمه

ــلولاز ــاس ــزیم ها ی ــه    آن ــلولز ب ــده س ــه کنن ــاي تجزی ــیله  ه وس
هـا و مخمرهـا    ها، بـاکتري  هاي مختلف شامل قارچ میکروارگانیسم

درجـه  دلیـل  ها، بتاگلوکانازها بـه   این آنزیم شوند. در بین تولید می
زیــادي  ي صــنعتی و کشــاورزيداراي کاربردهــا بــالاي پایــداري

اندو و اگزو گروهگلوکانازها به دو ).Furtado et al. 2011( هستند.
درون  پیونــدهايشــوند. انــدوگلوکانازها  گلوکانازهــا تقســیم مــی

صورت تصادفی شکسته و الیگوساکاریدها را تولید  اي را به زنجیره
 کننده انتهاي غیراحیا ییوندهايکه اگزوگلوکانازها  کنند در حالی می

ــدرولیز  ــري را هی ــره پلیم ــ زنجی ــیو منوس ــد م ــد اکارید تولی  کنن
)Morallefi and Seligy, 1986 .(ــزیم ــدوبتاگلوکاناز  آن ــاي ان ه

 خصوصـیات  آمینـه،  اسـیدهاي  توالی شباهت عمل، نحوه براساس
پـانزده خـانواده    در شـیمیایی  و فیزیـک  هـاي  ویژگـی  و سوبسترا

در بـین ایـن   . شـوند  مـی  بنـدي  طبقـه ) GH( هیـدرولاز  گلیکوزید
گلیکوزیـد هیـدرولازها یکـی از     5خـانواده  هاي آنزیمی،  خانواده

 4 و 1 اندوبتا از زیادي محسوب شده و تعداد ها بزرگترین خانواده
 عضو 467 از متشکل خانواده این .گیرند می قرار آن در گلوکانازها

 EC)ســرامیداز  شــامل انــدوگلیکوزیل مختلــف هــاي بــا فعالیــت

ــلولاز ، (3.2.1.123 ــاز  ،(EC 3.2.1.4)س  ،(EC 3.2.1.73)لیچنین
 EC) بتاگلوکوزیـداز  3 و 1 گلوکـان  ،(EC 3.2.1.25) بتامانوزیداز

ــان، (3.2.1.58 ــدو گلوک ــداز  6 و 1 ان  ،(EC 3.2.1.75)بتاگلوکوزی
ــان ــدو مان ــداز 4 و 1 ان ــلولز، (EC 3.2.1.58) بتامانوزی  4 و 1 س

 EC(بتاگالاکتانــاز  6 و 1 انــدو )،EC 3.2.1.91(بتاســلوبیوزیداز 

بتازایلانـاز   4 و 1 و انـدو  (-.EC 3.2.1) بتامانانـاز  3 و 1، )-.3.2.1
(EC 3.2.1.8)  اسـت (John et al. 2010).   سـاختارهاي  بررسـی

داده کـه   نشـان  5 هاي خانواده بعدي براي تعداد زیادي از آنزیم سه
 8-barrel(α/β)هـا داراي تـاخوردگی    قسمت کاتالیتیکی این آنزیم

fold  بوده و با نامTIM-barrel fold شوند. قسـمت   نیز شناخته می
. ایـن  یک کاسه سالاد استتالیکی از نظر شکل ظاهري شبیه به کا

ساختار در این خانواده بسیار حفاظت شده است و تنها شـکل آن  
این نوع تـاخوردگی پـروتئین    .یر استدایره و بیضی کامل متغ بین

هـر   همین دلیـل  شود و به نیز مشاهده می 10هاي خانواده  یمدر آنز
) قرار A(گیلکوزید هیدرولاز  GH-Aدر دسته  10و  5دو خانواده 

مشخصه بتاگلوکانازهـاي خـانواده    .(Pollet et al. 2010) گیرند می

طوري که نه عمل بر سوبستراهاي مختلف است، به  ، گستردگی5
دهند بلکـه   تنها سوبستراي خطی بتاگلوکان را مورد حمله قرار می

را بـا الیگوسـاکاریدهاي    ) Active-site( همچنین جایگاه فعالشان
هـایی کـه در    در هیـدرولیز هموبتاگلوکـان  دهند.  دار وفق می شاخه

وجـود دارد، تمـام    4 و 1 و بتـا  3 و 1 ها مخلوط دو پیوند بتـا  آن
 .شـوند  شکسـته مـی   4 و 1 بین دو پیونـد بتـا   3 و 1 پیوندهاي بتا

دارنـد  قرار  3 و 1 اکه قبل از پیوند بت 4 و 1 همچنین پیوندهاي بتا
که بلافاصله  4 و 1 که پیوند بتا شوند در حالی مورد حمله واقع می

واقـع شـده، هیـدرولیز     بـرش خـورده  در انتهاي  3 و 1 پس از بتا
 .(Rabinovich et al. 2002)شوند نمی

ولیـد  هـاي ت  از جمله باکتري Bacillus هاي متعلق به جنس باکتري
 ـ . تعکننده آنزیم سلولاز هستند والی و بررسـی خصوصـیات   یـین ت

ــولی ژن ــد ک  مولک ــاي ک ــزیم ه ــده آن ــدوگلوکانازها و   نن ــاي ان ه
  خصـوص در  هاي مختلف این جـنس بـه   اگزوگلوکانازها در گونه

B. subtilis ،B. latus  وB. polymxa  ه اسـت.  شد انجامفراوانی به
) و CBDمتعددي جایگاه اتصال سـلولز (  هاي بررسیدر  همچنین

هـاي جـنس باسـیلوس     ) ژن سلولاز سـویه CDلیکی (جایگاه کاتا
به  مربوط هاي ). پژوهشBischoff et al. 2007بررسی شده است (

 یمداده است که آنـز  نشان B. subtilisدر گونه  ی این ژنتوال یینتع
بـا وزن   )pro protein( ینپروپـروتئ  یکصورت  بتاگلوکاناز بهاندو

 یـک پس از جـدا شـدن   شود که  یسنتز م یلودالتونک 55 یمولکول
 بـا  فعـال  پـروتئین  بـه  تبدیل کربوکسیلی انتهاي از پپتیدي قسمت

 Lindahl and Tronsmo) شـود  می دالتون کیلو 35 مولکولی وزن

واده است و متعلق به خان 4/5ایزوالکتریک این آنزیم   . نقطه(1994
. آنـزیم  (Mawadza et al. 2000) گلیکوزیـد هیـدرولاز اسـت    5

در فــرآوري موادغــذایی، تهیــه خــوراك دام، صــنایع بتاگلوکانــاز 
سـازي پروتوپلاسـت مخمـر، تهیـه      ، آمـاده منسوجاتآبجوسازي، 

 ).Song et al. 2010(هاي روغنی و ... کاربرد وسیعی دارد  اسانس
یازهاي صـنعتی خـاص،   ن که براي رفع هرکدام از است شایان ذکر

 ماننـد  اصـی هـاي خ  ویژگـی ستی بای ي مورد استفادهبتاگلوکانازها
را و فعالیت اختصاصی بالا   pHحرارت و برابر پایداري مناسب در

 ). Rajoka, 2004; Beshay et al. 2003( دارا باشند
در صـنایع مختلـف    کاربردهـاي متنـوع بتاگلوکانازهـا   با توجه بـه  

هاي مولکولی و کاتـالیکی آنـزیم مـورد اسـتفاده،      اساس ویژگیبر

 102 1392پاییز و زمستان / 2/ شماره دوم/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 
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آنـزیم  نوکلئوتیدي ژن کد کننده هدف بررسی حاضر تعیین توالی 
جــدا شــده از   B. subtilis B5dســویه نازاانــدوگلوک 4 و 1بتــا 

هـاي عملکـردي    و بررسی برخـی ویژگـی   سیبدرخت فیلوسفر 
 .آنزیم ذکرشده هستند

 

  ها واد و روشم

 سویه باکتریایی و شرایط کشت
کاناز گلوبا پتانسیل تولید آنزیم بتا B. subtilis B5dباکتریایی  سویه

تهیـه   ایـران  پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي از بانک میکروبی
اسـتان   هـاي  بـاغ در سـیب  درخـت  از فیلوسفر  مذکور سویه .شد

هـاي بیوشـیمیایی و مولکـولی     زي و براساس آزمونکرمان جداسا
تشخیص داده شده  B. subtilisعنوان گونه  به 16S rDNAبر  مبتنی
به سازي سویه مورد بررسی  فعال). Mousivand et al. 2012بود (

 دماي در NBY یط کشتبعدي روي مح هاي بررسیانجام منظور 
 ).Lindeman et al. 1984. (شدانجام گراد  درجه سانتی 28

 ژنومی ياستخراج دي.ان.ا
باکتریایی   ، سویهبراي استخراج دي.ان.اB. subtilis B5d  در محیط

NB گراد  درجه سانتی 28ي در دما کشت و در انکوباتور شیکردار
توده  .داده شدساعت قرار 18 مدت دور بر دقیقه به 180با سرعت 

ــی 2×109(حــداکثر  NBزیســتی در محــیط  ــر)  ســلول در میل لیت
شـد.   سـانتریفوژ  دور بـر دقیقـه    1000 سرعتدقیقه با  10مدت به

نشسـت بـراي    ) حذف و فاز تـه supernatanteسپس فاز روماند (
ــا  دي.ان.ايســتفاده شــد. اســتخراج ا دي.ان.ااســتخراج  ژنــومی ب

 DNeasy Blood&Tissue Kit اســــــــتفاده از کیــــــــت
(QIAGEN,Cat.No.69504) دستورالعمل مربوطـه از   جه بهو با تو

استخراج شده  دي.ان.ا کیفیت و غلظتگرفت.  صورت B5dسویه 
 )Spectrophotometr( بــا اســتفاده از اســپکتوفتومتر نــانودراپ   

(Thermo Scientific 2000C) نـانومتر مـورد    260طول موج و در
 سنجش قرار گرفت.

اي  اندوگلوکاناز با استفاده از واکنش زنجیره 4و  1تکثیر ژن بتا 
 پلیمراز (پی.سی.آر)

و  1تکثیر ژن بتـا  اي پلیمراز (پی.سی.آر) به منظور  واکنش زنجیره
 )Bs celupناز با استفاده از آغازگرهـاي اختصاصـی (  ااندوگلوک 4

 50در حجـم   پی.سـی.آر ). واکـنش  Jung et al, 2010(شـد   انجام

ــامل  ــر، ش ــافر  5میکرولیت ــر ب ــر  PCR(10x) ،4میکرولیت میکرولیت
MgCl2(25mM) ،1  میکرولیتـــرdNTPs(10mM) ،5  میکرولیتـــر

میکرولیتــر  5 ،(´atgaaacggtcaatctctattttt-3-´5) رو آغــازگر پــیش
 10بـا غلظـت    .(´actaatttggttctgttccccaaa-3-´5)رو  آغازگر پـس 

 Taq DNAواحد) از آنزیم 5/2میکرولیتر (حاوي  4/0، پیکومول 

Polymerase ،2 الگو با غلظت  میکرولیتر نـانوگرم بـر    35دي.ان.ا
میکرولیتــر آب مقطــر تهیــه شــد. واکــنش در   6/28میکرولیتــر و 

سـازي   دقیقه واسرشته 5نامه دمایی شامل دستگاه ترموسایکلر با بر
دقیقـه در   1صـورت   چرخه به 35گراد و  درجه سانتی 94در اولیه 

 2،گراد درجه سانتی 51ثانیه در  30دقیقه و 1، گراد درجه سانتی 94
 72و مرحلـه گسـترش نهـایی در    گـراد   درجه سانتی 72 دقیقه در

 پی.سـی.آر . محصـول  شـد  انجامدقیقه  5مدت  گراد به درجه سانتی
الکتروفورز  80و ولتاژ  TAE (1x)با بافر  درصد 1روي ژل آگارز 

نظر از ژل بـا اسـتفاده از   سازي قطعه مـورد  شد. بازیافت و خالص
 .High pure PCR Product purification Kit )Roche, Cat کیت

No. 11. 732. 668. 001شد ) انجام.  بازیافت شده توسـط  دي.ان.ا
لی و پـس از  تعیین تـوا  TAG Copenhagen (Danmark)شرکت 

 BLAST )Basic Local Alignmentراافـز  زیه توسط نرمانجام تج

Search Tool ( در پایگاه اطلاعاتیNCBI ثبت شد. 
 اندوگلوکاناز 4و  1تجزیه فیلوژنتیکی ژن بتا 

 B. subtilis B5d سـویه  اندوگلوکاناز 4 و 1بتا به ژن  مربوط توالی
 )Reading frame( پــروتئین پــس از تعیــین چهــارچوب قرائــت

ــط ــرم  Blast X توسـ ــتفاده از نـ ــا اسـ ــزار بـ   Vector NTI افـ
)Invitrogene; www.invitrogen.com/VectorNTI ( به آمینواسید

ناز از اانـدوگلوک توالی ژن بتا 14ی مورد بررسی با توال ترجمه شد.
هـاي گلیکوزیـل    بندي در خانواده گروهبه منظور  NCBIبانک ژن 

ردیفـی بـا    ل هـم پس از اعمـا  هیدرولاز مورد مقایسه قرار گرفت.
درخـت فیلـوژنی    ،ClustalW (Thompson et al. 1994)افزار  نرم

ترسـیم   neighbor-joiningبا روش  Mega.4افزار با استفاده از نرم
روش هـاي ایجـاد شـده بـا      بنـدي  اعتبار سـنجی گـروه   هدرج .شد

Bootstrap  تکرار تعیین شد  1000و با(Saitou and Nei, 1986). 
 اندوگلوکاناز 4 و 1 بتاتولید آنزیم 

صـورت خطـی کشـت و     بـه  NBYمحـیط   مـذکور در سویه  ابتدا
. انکوبـه شـد  گـراد   درجـه سـانتی   28ساعت در دماي  24 مدت به
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یافته روي رشـد   یـک لـوپ از بـاکتري    با NBسپس محیط کشت 
گـراد بـا سـرعت     درجه سـانتی  28تلقیح و در دماي  NBYمحیط 

از درصـد   2، تولید آنـزیم ور به منظانکوبه شد. دور بر دقیقه  180
لیتـر  گرم بـر   10محیط کشت تولید آنزیم ( مایه تلقیح آماده شده به

 مخمـر،  هلیترعصـار گرم بر  4 گوشت، هلیتر عصارگرم بر  3 مالت،
 و MgSO4,7H2O لیتـر گرم بر  CaCl2 ,H2O، 3/0لیترگرم بر  5/0
ر ساعت د 48مدت  زوده و بهاف لیتر) 1 براي  K2HPO4گرم/لیتر 1

انکوبـه شـد.   دور بر دقیقه  180 با دور گراد سانتی هدرج 28دماي 
هـاي کشـت تخمیـر     جداسازي آنزیم تولید شده، محـیط به منظور 

 10000گراد با دور  درجه سانتی 4 دقیقه در دماي 20مدت  شده به
) کـه  Supernatanetسانتریفوژ شد. بخـش رومانـد (  دور بر دقیقه 

درجـه   -20تا زمان استفاده در دمـاي  ناز بود احاوي آنزیم بتاگلوک
 .)Hashemi et al., 2010نگهداري شد ( گراد سانتی

 انـدوگلوکاناز  4 و 1عملکردي آنـزیم بتـا    هاي بررسی ویژگی

 B. subtilis B5d  تولیدي سویه 
آنزیم تولیـد شـده، فعالیـت    عملکردي هاي  تعیین ویژگیمنظور  به

و  70و  55 ،30 دماهاي pH=6/4در  نازااندوگلوک 4 و 1بتا آنزیم 
شـد.   گیـري  اندازه(لچینن یک درصد)  درصد ازسوبسترا 1غلظت 

 B5d اندوگلوکاناز سویه 4 و 1سنجش فعالیت آنزیم بتا به منظور 

 .Bailey et al( شـد  اسـتفاده  اسـید  نیتروسالیسـیلیک  دي روش از

 5مدت  به) درصد 1میکرولیتر سوبسترا (لچینین  100ابتدا  ).1992
هـاي مختلـف   pHبراي تهیه  داده شد.ارنظر قره در دماي مورددقیق

مــولار  میلــی 50غلظــت بــا  ســیترات و فســفاتنیــز از بافرهــاي 
یتـر آنـزیم بـه سوبسـترا اضـافه و      میکرول 100. سـپس  شد استفاده

 600داده شد و در نهایت دقیقه در دماي موردنظر قرار 30مدت  به
 10مـدت   ا اضـافه و بـه  ه ـ نمونهبه دي.ان.اس میکرولیتر از معرف 

 لچیـنن قندهاي آزاد شـده از   .داده شد دقیقه در دماي جوش قرار
معادله حاصـل از منحنـی    و با استفاده از نانومتر 540طول موج در

برابر  (Unit)واحد فعالیت آنزیم  شد. گیري اندازهاستاندارد گلوکز 
 ،در شرایط مطلـوب  ،است با مقدار آنزیمی که بتواند در یک دقیقه

 یک میکرومول سوبسترا را به محصول تبدیل کند.
ــزیم   ــداري آن ــی پای ــا بررس ــدوگلوکاناز 4 و 1بت ــویه ان  س

B. subtilis B5d در دماهاي مختلف 
شـده توسـط   انـدوگلوکاناز تولید  4 و 1 بتـا پایداري فعالیت آنزیم 

گراد  سانتی هدرج 70و  65، 60در دماهاي  B. subtilis B5dسویه 
 آنـزیم در دماهـاي مـورد    منظوراین  . بهرار گرفتمورد ارزیابی ق

، 20، 10، 0( هـاي معـین   داده شد و پس از گذشت زمـان نظر قرار
 4 و 1بتـا   دقیقه) سنجش فعالیت آنزیمی 120و  90، 60، 40، 30

و  pH 75/5 و در اسـید  دي نیتروسالیسـیلیک روش  بهاندوگلوکاناز 
رصـد فعالیـت   د . شـد  انجـام از سوبستراي لچینن  درصد 1غلظت 

در مقایسه مانده آنزیم پس از گذشت زمان مربوطه در هر دما  باقی
  محاسبه شد.با کنترل 

ــزیم   ــداري آن ــی پای ــا بررس ــدوگلوکاناز 4 و 1بت ــویه ان  س
B. subtilis B5d  درpHهاي مختلف 

شـده توسـط   انـدوگلوکاناز تولید  4 و 1بتـا  پایداري فعالیت آنزیم 
ایـن   بـه  محاسـبه شـد.  هاي مختلف  pHدر  B. subtilis B5dسویه 

) رقیق و =10pH-3با بافر مناسب ( 1:1نسبت  آنزیم به منظور ابتدا
مـدت   بـه گراد  درجه سانتی 4هاي رقیق شده در دماي  سپس آنزیم

 هدرج 50در دماي دقیقه قرارداده شدند. سپس سنجش آنزیمی  30
. شـد  انجـام از سوبسـتراي لچیـنن    درصـد  1و غلظـت   گراد سانتی

هاي مختلـف در  pHمانده آنزیم بتاگلوکاناز در  صد فعالیت باقیدر
 شد. ارزیابیمقایسه با کنترل 

 

  نتایج و بحث

 اندوگلوکاناز 4 و 1اندو بتا ژن تکثیر 

 Bs cel up بـا آغـازگر   B. subtilis B5dسـویه   اندوبتاگلوکاناز ژن
 پـس از بود کـه   bp1500یک قطعه پی.سی.آر  تکثیر شد. محصول

 NCBIهاي موجود در پایگاه  ، تعیین توالی و با توالیازيس خالص
تکثیر  هقطع داد که رار گرفت. نتایج این مقایسه نشانمورد مقایسه ق

اندوگلوکاناز بوده کـه   4 و 1ژن بتا  به مربوط B5dشده از استرین 
 هاي باسـیلوس از قبیـل   اي ژن بتاگلوکاناز متعلق به گونهه با توالی

B. megiaterium (accession N.: AGG91154.1), B. mojavesis 

(accession N.: WP010334430), B. subtilis (accession N.: 

AHD24502.1)  وB.subtilis (accession N.: AHC02484.1) 
درصـد   99 از بـیش  NCBI اطلاعـاتی  موجود در بانک ژن پایگـاه 

 ).1 شباهت دارد (شکل
تـوالی  ترجمـه ایـن    همچنین با بررسی سـاختار اولیـه حاصـل از   

ده اناز متعلق به خانواآنزیم بتاگلوکمشخص شد که ناحیه کاتالیک 
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و شامل  گرفتها در انتهاي ناحیه آمینی قرارگلیکوزیل هیدرولازه 5

 CBDشود. همچنـین ناحیـه    می 88تا  12اسید آمینه از شماره  67
گرفتـه و  پـروتئین قرار  کربوکسیل این در ناحیه 3متعلق به خانوده 

در سـویه   CBD شود. ناحیـه  می 229تا  148امل اسیدهاي آمینه ش

B5d 81 کسیل واقع شده است اسیدي بوده و در انتهاي کربوآمینو
هم  آمینواسیدي به 59ط یک توالی اتصال دهنده توساین دو ناحیه 

 ).2شوند (شکل  متصل می

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 ؛ چاهکLadder 1 هچاهک شمار. Bacillus subtilis B5d .(1500 bp)سترین اندوگلوکاناز ا 4و  1ژن بتا پی.سی.آر محصول  -1شکل 

 اندوگلوکاناز 4و  1ي تکثیر شده از ژن بتا  قطعه 3 هکنترل و چاهک شمار 2 هشمار
Figure 1- PCR product of the beta 1 and 4 endoglucanase gene of the Bacillus subtilis strain B5d (1500 bp).Lane 1 

(Ladder), Lane 2 (control) and Lane 3 (the PCR product of β-glucanase gene) 
 

 

 
1qdvndapdeq lkdanvmyal hfyagthgqf lrdkadyals kgapifvtew gtsdasgngg 

61 vyldqsrewl nfldskkisw vnwnlsdkqe sssalkpgas ktggwplsdl sasgtfvren 

121 irgsqnsskd rsetpkqekp aqensisvqy rtgdgsvnsn qirplinvkn nskttvnlkn 

181 vtvrfwyntk nkgqnfdcdy akigcsnvth kfvtlhkpvk gadaflelgf kngtlspgas 

241 tgniqirlln edwgnfsqtg dfsf 

 5 ودهخان به متعلق نازابتاگلوک آنزیم کاتالیکی . ناحیهBacillus subtilis B5dناز استرین ااندوگلوک 4و  1توالی آمینواسیدي ژن بتا  -2شکل 
 ترتیب نواحی به این است. گرفته قرار ژن این C ناحیه در 3 خانوده به متعلق سلولز با شونده باند و ناحیه N انتهاي در هیدرولازها گلیکوزیل

 شود. می کد 229 تا 148 آمینه اسیدهاي و 88 تا 12 آمینواسید توسط
Figure 2- The amino acids sequences of β 1, 4 endo-glucanase gene from the Bacillus subtilis strain B5d. The 

amino acids of 12 to 88 is the catalytic domain in N terminal and the amino acids of 148 to 229 is cellulose binding 
domain (CBM3) in C terminal of β 1, 4 endo-glucanase. 
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سلولازها و زایلانازها ه است اغلب داد ه نشانشد انجام هاي پژوهش
 کاتالیــک بــوده و داراي نــواحی ) Multi domain( اي چنــد ناحیــه

)Catalytic Domain ( باند شونده به سـلولز  هو ناحی )Cellulase 

Bindind Domain (CBD)( بانـد  ناحیه ها باکتري اغلب . درهستند 
 100 و دهش ـ آمینی واقـع  یا کربوکسیلی انتهاي در سلولز با شونده

بانـد شـونده بـه سـلولز      کاتالیکی و ناحیـه  ناحیه .است آمینواسیدي
هم متصل  به ) Linker sequence( هاي اتصال دهنده وسیله توالی هب

در اغلـب  ها غنی از آمینواسید سـرین بـوده و    . این توالیشوند می
طول این ناحیـه   .شود یافت می Pseudomonasهاي جنس  باکتري

 ).Ferreira et al. 1991( یر استاسید متغینوآم 59تا  6بین 
 ســـویهانـــدوگلوکاناز  4 و 1ژن بتـــا  فیلوژنتیـــک تجزیـــه

B. subtilis B5d 
بــا اســتفاده از B5d  انــدوگلوکاناز 4 و 1پــس از ترجمــه ژن بتــا 

اطلاعــاتی  در پایگــاه شــدهذکر ژنتــوالی  Vector NTI افــزار نــرم
NCBI    ثبـت شـد)Accession NO. KF670724(. طعـه تعیـین   ق

که یک رشـته   نوکلئوتید است 794 شامل شده توالی شده ژن ذکر
فیلـوژنی ایـن    تجزیـه  .کنـد  اسیدآمینه را کد می 264 پپتیدي شامل

 .Bشـامل  NCBI تـوالی مرجـع در پایگـاه اطلاعـاتی     14توالی با 

subtilis (accession N.: AAA22496.1), B. subtilis 

(accession N.: AGV05393.1), B. thuringiensis (accession 

N.: AGW99983.1), B. pumilus (accession N.: AGW99982), 

B. megaterium (accession N.: AGG91154.1), B. mojavesis 

(accession N.: WP010334430), B. subtilis (accession N.: 

ADJ94890.1), B. subtilis (accession N.: WPO19258536), 

B. subtilis (accession N.: AHD24502.1), B. subtilis 

(accession N.: AHC02484.1), B. licheniformis, Oryza 

active (accession N.: U72254.1), Vitis vinifera (accession 

N.: AJ245614.1), Musa acuminate (accession N.: 

JX984600.1 .( انـدوگلوکاناز سـویه   4 و 1داد که ژن بتا نشانB. 

subtilis B5d     بـالاي اعتباربـه ژن    درجـه بیشـترین شـباهت را بـا
) E. C. N: 3.2.1.4( گلیکوزیـل هیـدرولاز   5بتاگلوکاناز خـانواده  

و  1عددي حضور ژن بتـا  مت هاي پژوهش دارد. Bacillusهاي  گونه
 5خـانوده   ن را بـه هـاي باسـیلوس و تعلـق آ    در سویه نازگلوکا 4

 ).3(شکل  کند یید میأگلیکوزیل هیدرولازها ت
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

شده در  هاي مرجع ثبت و برخی توالی B5d  Bacillus sutilisاندوگلوکاناز استرین 4و  1فیلوژنی براساس توالی آمینواسید ژن بتا  زمونآ -3شکل 

 دهد. تکرار را نشان می 1000با  Bootstrapها را براساس روش  بندي هاي درجه اعتبارسنجی گروه هاعداد پشت شاخ ..NCBIپایگاه 

Figure 3- Fig. 3 Phylogenetic analysis based on the partial amino acid sequences of β 1, 4 endo-glucanase genes from the 
Bacillus subtilis strain B5d and some reference sequences retrieved from NCBI GenBank. The numbers at the nodes indicate 

bootstrap values based on 1,000 replications. 
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 4 و 1بررسی ساختار و توالی نوکلئوتیدي ژن کد کننده آنزیم بتـا  
داد کـه   نشان CH43 Bacillusو   HR68گلوکاناز در دو سویه اندو

نـدوگلوکانازهاي  اسـت و بـا ا   8(α/β)این آنزیم داراي تاخوردگی 
داراي همولوژي کامـل   B. subtilisگلیکوزید هیدرولاز  5خانواده 

 و 1. همچنین بررسی توالی ژن بتا  (Mawadza et al. 2000)است
 شـده  داد کـه آنـزیم ذکـر    نشان B. subtilis A8گلوکاناز  4 و 3-1

سـت. ایـن آنـزیم    ا گلیکوزیـد هیـدرولازها   5متعلق بـه خـانواده   
 256د و شامل کن کیلودالتون سنتز می 55زن مولکولی پروتئینی با و

اسـید در ناحیـه اتصـال بـه     آمینو 82و کاتالیـک  آمینواسید در ناحیه
 گلوکانـاز  4 و 1. بتـا  (Jung et al. 2010)اسـت   (CBD)سـلولز  

B. cereus  ــه ــاز گون ــه ژن بتاگلوکان ــاي  بیشــترین شــباهت را ب ه
Bacillus  پروتئینی بـا وزن  د که گلیکوزید هیدرولاز دار 5خانواده
 8(α/β)و داراي تـاخوردگی   کنـد  سنتز میدالتون کیلو 50مولکولی 

 . (Yan et al. 2012)است 

شخص شد کـه  فیلوژنی م تجزیهحاصل از  براساس نتایج همچنین
هاي مرجـع  سویهمورد بررسی و سایر  سویهتوالی ژن بتاگلوکاناز 

ــدو  ــزیم ان ــه آن ــانواده  ک ــه خ ــق ب ــل  5بتاگلوکاناز متعل گلیکوزی
ــد ــدرولازها را تولیـ ــی هیـ ــد از ژن بتاگلوک مـ ــهاکننـ ــاز گونـ  نـ

 B. amiloliquefaciens (accession N: ACH85242.1)  که متعلق
 و 1-3 و 1و آنزیم بتا  گلیکوزیدهیدرولازها هستند 16به خانواده 

ذکر  قابلمتمایز است.  به طور کامل کند اندوگلوکاناز را سنتز می 4
با وجود  B. amiloliquefaciensآنزیم بتاگلوکاناز باکتري  است که

ز هیدرولازها از ژن بتاگلوکاناگلیکوزید 16در خانواده  گرفتنار قر
شـدت متفـاوت    هیـدرولازها بـه  گلیکوزید 16گیاهان در خـانواده  

هاي مشـابه   اعده کلی توالی مربوط به خانوادهاساس یک قاست. بر
هت بیشـتري دارد. چنـین دیـدگاهی    هم مرتبط بوده و شبا بیشتر به

 هاي مشابه قرار بگیرنـد  هاي مشابه در خانواده ه که توالیباعث شد
)Diaz et al. 1997(.  از درخـت   حاصـل   همچنین براساس نتـایج

 4و  1داراي آنزیم بتا  B5dچه جدایه فیلوژنی مشخص شد که اگر
بـا   و هیـدرولاز اسـت   گلیکوزیل 5ناز متعلق به خانواده اگلوکاندو
در  گیرد اما تنوع یک گروه قرار میهاي مختلف باسیلوس در  گونه

هـاي مختلـف باسـیلوس و حتـی      دورن خانوده آنزیمی بین گونـه 
 .متفاوت یک گونه مشهود استهاي  سویه

 .Bسـویه  تولیـدي توسـط  ناز ااندوگلوک 4و  1بتا هاي  ویژگی

subtilis B5d 

 B5d سـویه شده توسط دتولی نازاندوگلوکا 4 و 1بتا فعالیت آنزیم 
مـورد   pH 6/4و گـراد   درجـه سـانتی   30-70در محدوده دمـایی  

 آنـزیم ذکرشـده  داد که  گرفت. نتایج این ارزیابی نشاناربررسی قر
 U/L  83/461بـا فعـالیتی معـادل   گـراد   درجه سـانتی  55 در دماي

 4 و 1. فعالیـت آنـزیم بتـا    کاتالیتیک را دارا است بیشترین فعالیت
گراد  درجه سانتی 70 و 30در دماهاي  از سویه ذکرشدهاندوگلوکان

 70 و 30میزان فعالیـت آنـزیم در دماهـاي     شدت کاهش یافت. به
 .شد برآورد U/L48/186 و 98/112ترتیب  گراد به درجه سانتی

 
 
 

 

 

 

 

 

  Bacillus subtilis B5dز اندوگلوکانا 4و  1بتا آنزیم  حرارتی پایداري -4شکل 

Figure 4- Temperature stability of Bacillus subtilis B5d β 1, 4 endo-glucanase  
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 هاي مختلف  pHدر  Bacillus subtilis B5d زاندوگلوکانا 4و  1بتا آنزیم  پایداري -5 شکل

Figure 5- pH stability of Bacillus subtilis B5d β 1, 4 endo-glucanase  

 
  B. subtilis B5dانـدوگلوکاناز  4 و 1بتا  فعالیت آنزیم داريپای

 هاي مختلفPHدر دماها و 

در  B. subtilis B5dسـویه   انـدوگلوکاناز  4 و 1بتا  پایداري آنزیم
نتـایج   گیـري شـد.   انـدازه  گراد سانتی هدرج 70و  65، 60دماهاي 

 10و پـس از گذشـت    گـراد  سانتی هدرج 60در دماي داد که  نشان
بـا  و ادامـه  شـود. در  از فعالیت آنزیمی حفـظ مـی   درصد 68قه یدق

که  طوري هب شد.روند کاهشی فعالیت آنزیمی مشاهدهگذشت زمان 
یقـه، آنـزیم   دق 90و  60، 40، 30، 20هـاي   پس از گذشـت زمـان  

درصـد   15و درصد  24،درصد 34،درصد 40، درصد 51ترتیب  به
 درصـد  10یقه بـه  دق 120زمان  و در کرداز فعالیت خود را حفظ 

 گـراد  سـانتی  هدرج ـ 65دمـاي  رسید. بررسـی پایـداري آنـزیم در    
 ـ ،یابـد  مـی با گذشت زمان فعالیت آنزیمـی کـاهش   داد که  نشان ه ب

آنـزیم   فعالیـت کاتالیتیـک  از  درصد 60دقیقه  10که بعد از  طوري
 120و  90،  60، 40، 30، 20هـاي   بـا گذشـت زمـان    .شـود حفظ 

 55ترتیـب   بـه  B5dانـدوگلوکاناز سـویه    4 و 1دقیقه، آنـزیم بتـا   
از درصد  2/0و درصد  10،درصد 32،درصد 40،درصد 50، درصد

گـراد بـا    سـانتی  هدرج ـ 70در دمـاي  . کـرد فعالیت خود را حفـظ  
 طور قابل توجهی کاهش یافـت و  گذشت زمان فعالیت آنزیمی به

 و کرداز فعالیت خود را حفظ  درصد 19 تنهادقیقه  10با گذشت 
قـه  دقی 120و پـس از  رسید درصد 9فعالیت آنزیم به دقیقه  60در 

ري دمـایی  پایدا هاي مشابه نیز ). در بررسی4(شکل  به صفر رسید

درجـه   50هاي باسیلوس تا محدوده دمـایی   ناز گونهاآنزیم بتاگلوک
سـرعت کـاهش    ما فعالیت آنزیم بـه و با افزایش د استگراد  سانتی

 B. subtilis NSRS89-24 سـویه نازگلوکا 3 و 1آنزیم بتـا   یابد. می
 درجــه 20-40دمــایی  دامنــهاز فعالیــت خــود را در  درصــد 100

منجـر  گـراد   درجه سانتی 60ه، افزایش دما تا حفظ کرد گراد سانتی
درجـه   80آنزیمی شد و در دمـاي  از فعالیت  درصد 50به کاهش 

 .Leelasuphakul et al)فعالیت آنزیم به صـفر رسـید   گراد  سانتی

. همچنین در بررسـی دیگـري پایـداري دمـایی آنـزیم بتـا       (2006
داد که  نشان Bacillus HR68و  Bacillus HR43 سویهناز دواگلوک

فعالیت داشـته  گراد  درجه سانتی 50هر دو آنزیم تا محدوده دمایی 
 یابــد مــیشــدت کــاهش بــا افــزایش دمــا فعالیــت آنزیمــی بــه  و
)Mavadza et al. 2000.( 

در دمـاي   B5dاندوگلوکاناز سویه  4 و 1نزیم بتا بررسی پایداري آ
داد کـه بیشـترین    نشان pH 3-10گراد و محدوده  سانتی درجه 50

 ـ اساس است. بر pH 5-6پایداراي آنزیم در  دسـت آمـده    هنتـایج ب
توانایی  B5dشده توسط سویه  تولید اندوگلوکاناز 4 و 1بتا  آنزیم

 82، درصـد  87،درصـد  96،درصـد  91،درصد 79،درصد 70حفظ 
در ترتیـب   بـه  از فعالیـت خـود را  درصـد   79ودرصـد   80،درصد

pH حاصله مشخص شد که براساس نتایج  است.ا دار 10تا  3هاي
پایـدار   10تـا   pH 5در محـدوه   B5dناز سویه اگلوکآنزیم اندوبتا

 ـارا )5 شکل( درفعالیت باقیمانده صورت درصد  بهنتایج  .است ه ی
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 .B نـاز سـویه  ابتاگلوکلیـت آنـزیم   . بررسی پایـداري فعا استشده

cereus درمحدوده pH 2-10 حـدود   شـده ذکرداد که آنـزیم   نشان
= 9و در حفظ کرد pH 5-9از فعالیت خود را در دامنه  درصد 90
pH ،83      کنـد   درصـد از فعالیـت خـود را حفـظ مـی(Yan et al. 

 4 و 1-3 و 1همچنین بررسی پایداري فعالیت آنـزیم بتـا   . (2012
بـا   داد که آنزیم ذکرشـده مشـابه   ، نشانB. subtilis A8-8 زگلوکانا

 پـژوهش در این  اناز جدایه مورد بررسیاندوگلوک 4 و 1آنزیم بتا 
  pH 2-8 هاز فعالیت خود را در دامن درصد 80ود حدقادر است 

 شدمشاهده  pH= 8چه بیشترین فعالیت آنزیمی در حفظ کند. اگر 

(Jung et al. 2010). طـور کـه در نتـایج ایـن بررسـی نیـز        انهم ـ
ــترده م ــدوده گسـ ــداري در محـ ــد پایـ ــخص شـ از  pHاي از  شـ

 Hakamada)ناز جنس باسیلوس است اخصوصیات آنزیم بتاگلوک

et al. 2002).  با توجه به دما وpH ناز ابهینه فعالیت آنزیم بتاگلوک
 مناسبی بـراي اسـتفاده   رسد این آنزیم گزینه می نظربه  B5dسویه 

منظـور ارزیـابی شـرایط تولیـد      خوراك دام و طیور باشد. بدین در
و تعیـین شـرایط بهینـه     اي کشاورزي،استفاده از پسمانده آنزیم با

 شد. محیط کشت اقتصادي براي تولید در فاز بعدي انجام خواهد

 
Beshay U, Enshasy HE, Ismail I, Moawad H, 
Wojciechowska E, Ghany SA. 2003. β-glucanase 
production from genetically modified recombinant 
Esherichia coli: Effect of growth substrates and 
development of a culture Murmedium in shake flasks 
and stirred tank bioreactor. Process Biochem 39: 307-
313. 
Bailey M, Biely P, Poutanen K. 1992. Interlaboratory 
testing of methods for assay of xylanase activity. J. 
Biotechnol 23:257–70. 
Bischoff K, Liu S, Hughes SR. 2007. Cloning and 
characterization of a recombinant family 5 endo 
glucanase from Bacillus licheniformis strain B-41361. 
Process Biochem 42: 1150-1154. 
Coughlan MP, Hazlewood GP. 1993.1, 4-β-Xylan-
degradinge nzyme systems: biochemistry, molecular 
biology and applications.Biotechnol. Appl. Biochem 17: 
259-289. 
Diaz R, Sapag A, Peirano A, Steiner J, Eyzaguirre J. 
1997. Cloning sequencing and expression of the DNA 
of endoxylanase B from Penicillium purpurogenum 
Gene .187:247-257. 
Ferreiral MA, Hazlewoodg P, Barkerp J, Gilbert HJ. 
1991. The cellodextrinase from Pseudomonas 
fluorescens subsp. cellulosa consists of multiple 
functional domains. Biochem J. 279: 793-799. 
Furtado GP, Ribeiro LF, Santos CR, Tonoli CC, de 
Souza AR, Oliveira RR, Murakami MT, Ward RG. 
2011. Biochemical and structural characterization of a 
β-1, 3-1, 4-glucanase from Bacillus subtilis 168. Process 
Biochem 46: 1202-1206. 
Hashemi M, Shojaosadati SA, Razavi SH, Mousavi 
SM. 2011. The potential of brewer’s spent grain to 
improve the production of α-amylase by Bacillus sp. 
KR-8104 in submerged fermentation system. New 
Biotechnol. 28(2), 165-172. 
Henrissat B, Callebaut I, Fabrega S, Lehn P, 
Mornon JP, Davies G. 1996. Conserved catalytic 
machinery and the prediction of a common fold for 
several families of glycosyl hydrolases. PNAS 92(15): 

7090-7094. 
Hakamada Y, Endo K, Takizawa S. 2002. Enzyme 
properties,crystallization, and deduced amino acid 
sequence of an alkalineendoglucanase from Bacillus 
circulans. Biochim. Biophys .Acta 1570: 174-180. 
Jenkins J, Lo Leggio L, Harris G, Pickersgill R. 
1995. Beta-glucosidase, beta-galactosidase, family A 
cellulases, family F xylanases and two barley 
glycanases form a superfamily of enzymes with 8-fold 
beta/alpha architecture and with two conserved 
glutamates near the carboxy-terminal ends of beta-
strands four and seven. FEBS Lett 362(3): 281-285. 
John FJ, González JM, Pozharski E. 2010. 
Consolidation of glycosyl hydrolase family 30: a dual 
domain 4/7 hydrolase family consisting of two 
structurally distinct groups. FEBS Lett 584(21): 4435-
4441. 
Jung YJ, Lee YS, Park IH, Chandra MS, Kim KK, 
Choi YL. 2010. Molecular cloning, purification and 
characterization of thermostable β-1, 3-1, 4 glucanase of 
Bacillus subtilis A8-8.Indian J. Biochem. Biophys 
47:203-210. 
Lindahl V, Tronsmo A. 1994. Nucleotide sequence of 
an endo-1, 4-glucanase gene from Bacillus subtilis CK-
2. Antonie van Leeuwenhoek. 66, 327–332. 
Lindemannn J, Arny DC, and Upper CD. 1984. 
Epiphytic populations of Pseudomonas syringae pv. 
syringae on snap bean and nonhost plants and the 
incidence of bacterial brown spot disease in relation to 
cropping patterns Phytopathol. 74: 1329-1333. 
Leelasuphakul W, Sivanunsakul P, Phongpaichit S. 
2006. Purification, characterization and synergistic 
activity of _-1, 3-glucanase and antibiotic extract from 
an antagonistic Bacillus subtilis NSRS 89-24 against 
rice blast and sheath blight. Enzyme Microb. Technol 
38: 990–997. 
Mawadza C, Hatti-Kaul R, Zvauya R, Mattiasson B. 
2000. Purification and characterization of cellulases 
produced by two Bacillus strains J. Biotechnol. 83: 177–
87. 

  منابع

 1392پاییز و زمستان / 2/ شماره دوم/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  109

  [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
92

.2
.2

.2
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
18

 ]
 

                             9 / 10

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12020807
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?cmd=prlinks&dbfrom=pubmed&retmode=ref&id=7729513
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?cmd=prlinks&dbfrom=pubmed&retmode=ref&id=7729513
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?cmd=prlinks&dbfrom=pubmed&retmode=ref&id=7729513
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?cmd=prlinks&dbfrom=pubmed&retmode=ref&id=7729513
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?cmd=prlinks&dbfrom=pubmed&retmode=ref&id=7729513
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?cmd=prlinks&dbfrom=pubmed&retmode=ref&id=7729513
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?cmd=prlinks&dbfrom=pubmed&retmode=ref&id=7729513
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.09.051
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.09.051
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.09.051
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.09.051
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.09.051
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1392.2.2.2.8
https://gebsj.ir/article-1-177-fa.html


 پهلوان و همکاران شعله ده          ... 4و  1تعیین توالی و بررسی خصوصیات مولکولی ژن بتا 
 

Moranellfi M, Seligy V.1986. Structure of a Bacillus 
subtilis endo-p- 1, Cglucanase gene. Nucleic Acids Res 
14: 9159-9170. 
Mousivand M, Hashemi M, Makhdumi MA. 2011. 
Enzyme production for animal and poultry feed by some 
biofilm forming Bacillus subtilis strains. IV 
international conference on environmental, Ind. Appl. 
Microbiol Spain. 
 Pollet A, Delcour JA, Courtin CM .2010. Structural 
determinants of the substrate specificities of xylanases 
from different glycoside hydrolase families. Crit. Rev. 
Biotechnol 30(3): 176-191. 
Rajoka MI. 2004. Influence of various fermentation 
variables on exo-glucanase production in Cellulomonas 
flavigena. Electronic J. Biotechnol 0717-3458. 
Rabinovich ML, Melnick MS, Bolobova AV. 2002. 
The structure and mechanism of action of cellulolytic 
enzymes. Biochem 67(8): 850-871. 
Saitou N and Nei M. 1986. The number of nucleotides 
required to determine the branching order of three 
species with special reference to the human-

chimpanzee-gorilla divergence. J. Mol. Evol 24: 189-
204. 
Song J, Nam K, Sun YU, Kang M, Kim CH, Kwon 
SK, Lee J, Lee YH. 2010. Molecular and biochemical 
characterization of a novel arthropod endo-β-1, 3-
glucanase from the Antarctic springtail, Cryptopygus 
antarcticus horizontally acquired from bacteria. Comp. 
Biochem. Physiol 155: 403-412. 
Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ, 1994. 
CLUSTALW: improving the sensitivity of progressive 
multiple sequence alignment through sequence 
weighting, positionspecific gap penalties and weight 
matrix choice. Nucleic Acids Res 22: 4673-4680. 
Vijayendra S, Kashiwagi Y. 2009. Characterization of 
new acid stable polysaccharides. Int. J. Biol. Macromol 
44: 92-97. 
Yan H, Dai Y, Zhang Y, Yan L, Liu D. 2012. 
Purification and characterization of an endo-1, 4-β-
glucanase from Bacillus cereus. Afr. J. Biotechnol 
10(72): 16277-16285.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 110 1392پاییز و زمستان / 2/ شماره دوم/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

  [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
92

.2
.2

.2
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
18

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1392.2.2.2.8
https://gebsj.ir/article-1-177-fa.html
http://www.tcpdf.org

