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 آلژينات لياز پايدار حرارتي موثر بر آلژينات تخليصجداسازي و 

Pseudomonas aeruginosa بيمارستاني 

  پريسا محمدي و احيا عبدي عالي ،خديجه شهرياري آتشگاه ،*پريناز قدم
  گروه زيست شناسي ،دانشكده علوم پايه ،)س(دانشگاه الزهرا ،تهران

  4/9/93 :تاريخ پذيرش    7/6/92 :تاريخ دريافت
  چكيده

خصوصيات اين آنزيم اعم از وزن . است كه در توليد و تخريب آلژينات اهميت دارد آنزيمي پري پلاسمي باكترياييلژينات ليازآ
متفاوت تواند  هم مي يباكتريك  در سويه هاي  ايي ثير بر آلژينات باكتريأو دماي بهينه و ت pH ،مقاومت حرارتي ،pIمولكولي، 
 منظور دسترسي به آلژينات ليازي با خصوصيات ويژه و كار آمد در تخريب آلژينات باكتريايي،، به در اين مطالعه. مي باشد

كه  يياز آنجا .استفاده شد  از خلط بيمار مبتلا به عفونت ريويبه دست آمده  Pseudomonas aeruginosa موكوئيدي جدايه از
ش شوك حرارتي از ابتدا آلژينات لياز با رو .ي مطالعه انتخاب شدبرا  آلژينات لياز در توليد آلژينات نيز نقش دارد لذا اين سويه

 . آمونيوم و كروماتوگرافي تعويض آنيوني خالص شدسولفات با استفاده از غلظت مناسب و سپس استخراج  فضاي پري پلاسمي
اثر زمان . تخمين زده شد kDa  60وزن مولكولي نسبي اين آنزيم حدود. تعيين گرديداسيد فعاليت آنزيم با روش تيوباربيتوريك 

كه آنزيم بهترين فعاليت را در  دهد نتايج نشان مي. غلظت سوبسترا و دما بر فعاليت آلژينات لياز بررسي گرديد ،pH ،واكنش
آنزيم  باقيمانده فعاليت. دارد pH 5/8و درجه سانتي گراد  37 دقيقه واكنش در دماي 20بعد از و از سوبسترا  mg/ml 4/0 غلظت
دهنده پايداري دمايي قابل توجه اين  كه نشان تعيين گرديد% 33/31 ،درجه سانتي گراد 80ساعت قرار گرفتن در دماي  4بعد از 

پايداري با همراه ويژگي كه اين  را دارد M  8821 P. aeruginosaتوانايي تخريب آلژينات سويهآنزيم اين  .آنزيم مي باشد
 .سازد مي P. aeruginosa در مبارزه با عفونتهاي مقاوم به آنتي بيوتيك كمكيمناسبي  براي درمان  گزينهآن را  ،مناسب حرارتي

 آنزيم پايدار حرارتي ،آلژينات لياز ،آلژينات ، P. aeruginosa :كليدي واژه هاي

 pghadam@alzahra.ac.ir :يپست الكترونيك ،09128158368 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
P. aeruginosa ن فرصت طلبي است كه در ميزبانهاي ژپاتو

مجاري ادراري  ،با ضعف ايمني باعث ايجاد عفونت خون
به دليل P. aeruginosa باكتري  .و مجاري تنفسي مي شود

ظاهري  ،اگزوپلي ساكاريد آلژيناتترشح مقادير زياد 
ميزان  ،البته بر حسب ترشح اين پليمر .موكوئيدي دارد

و به سويه  استموكوئيدي بودن اين باكتري هم متفاوت 
 هاي موكوئيدي و غير موكوئيدي تقسيم بندي مي شود

)3.(  

  از كه   است  glycuronans ( 4 1)آلژينات  پليمر خطي 

 و يا اپيمرآن β-D-mannosyluronic acid (M)رزيدوهاي 

α-L gulosyluronic acid (G) اين  .تشكيل شده است
هوموپليمر  ازهستند كه  واحدهاي ساختمانيرزيدوها مانند 

را به  MGهتروپليمر د يا شونتشكيل مي  Gيا پلي M پلي 
آلژينات به عنوان يكي از اعضاي  .)25( وجود مي آورند

توسط جلبكهاي دريايي قهوه اي و به عنوان  ،ديواره سلولي
توسط بعضي باكتريهاي متعلق به جنس اگزوپلي ساكاريد 

پليمر آلژينات  .ازتوباكتر و سودوموناس ساخته مي شود
  حاصل ازيكي از اعضاي بسيار مهم بيوفيلم 
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 P. aeruginosa  به خصوص سويه هاي موكوئيدي
توسط جلبكها بر خلاف آلژيناتي كه  .دمحسوب مي گرد
اين باكتريها پلي ساكاريدي را توليد  ،ساخته مي شود

كنند كه اغلب گروه استيل در موقعيت دو و يا سه  مي
بعضي از مراجع  علاوه بر آن .دارد D-mannuronate واحد

سودوموناس توليد  آلژيناتي كه توسط ذكر مي كنند كه
ع مونومر تشكيل دهنده نو .)25(ندارد  Gشود پلي  مي

تعيين كننده حساسيت ميزان استيله شدن آن  آلژينات و 
  ).25(آلژينات به تخريب مي باشد

آلژينات را از طريق پيوند گليكوزيدي آنزيم آلژينات لياز 
حذف بتا مي شكند و اليگويورونيك اسيد غير واكنش 

بر ). 25( توليد مي كند انتهاي غير احياي آندر  اشباع 
آلژينات ليازها در سه خانواده  ،اساس ساختمان اوليه آنزيم

PL-5,7,14 اغلب اعضاي ). 12( دسته بندي مي شوند
و  Mو به ترتيب پلي به طور ويژه  PL-7  و PL-5خانواده 

شامل  PL-14را تخريب مي كنند ولي خانواده  Gپلي 
). 25( است Gيا پلي  Mآنزيمهاي ويژه اي براي  پلي 

را از سطح سلولهاي موكوئيدي آلژينات آلژينات لياز 
 سودوموناس برداشته و مانع چسبيدن سويه هاي موكوئيدي

P. aeruginosa 25(مي شود(.   

آلژينات لياز به عنوان عامل كمك درماني براي درمان از 
 P. aeruginosa عفونتهاي حاصل از سويه هاي موكوئيدي

از . )14و  8( دمي توان استفاده كر و تخريب بيوفيلم
بيماريهاي مرتبط با عفونت سودوموناس كه ناشي از 

ي است مي توان به فبيروز تشكيل بيوفيلم اين باكتر
عفونتهاي مزمن ريوي و عفونتهاي ادراري مرتبط  سيستيك،

به خصوص  ). 16و  11 ،9(با سوندهاي ادراري اشاره كرد
استيله را تخريب  Mپلي كه آلژينات ها نوعي از اين آنزيم

از آنجا كه تعداد كمي از ). 25( قابل توجه تر استكند مي 
) 25و  13(آنزيمهاي آلژينات لياز اين خاصيت را دارند 

يافتن  ،بنابر اين يكي از نكات قابل توجه براي محققين

در  آلژينات ليازهايي با اين خصوصيت است تا نهايتاً
  .تخريب بيوفيلم باكتريايي از آنها استفاده شود

 آلژينات لياز در توليد آلژينات نيز نقش دارد از آنجا كه
  موكوئيدي در اين تحقيق جدايه ) 19و  16، 10(

P. aeruginosa  از خلط بيمار انتخاب شد كه به دليل
و به  آلژينات لياز زيادي توليد مي كرد ،فنوتيپ موكوئيدي

 ،منظور يافتن آنزيمي كار آمد در تخريب آلژينات باكتريايي
  . ن مورد بررسي قرار گرفتآخصوصيات 

  مواد و روشها 
  موكوئيديجدايه  از يبررسدر اين : سويه باكتري

P. aeruginosa تشخيص سويه  .از خلط بيمار استفاده شد
آزمونهاي رنگ آميزي گرم و  ،توسط ظاهر كلني

  .انجام شدبيوشيميايي 

ابتدا باكتري روي : كشت باكتري و جمع آوري بيومس
باكتري به . رشد كرد TSA (Tryptic Soy Agar(  محيط

گرما درجه سانتي گراد  37 ساعت در دماي 24مدت 
 محيطساعته  در  24از كشت و سپس شد گذاري 

تلقيح   YTG   (Yeast extract, Trypton, Glucose)مايع
 37دماي شيكر انكوباتور با در اين محيط باكتري در  .شد

 10 به مدت در دقيقه دور 180سرعت و  درجه سانتي گراد
 استاندارد مقداري از اين محيط تا  سپس. ساعت رشد كرد

محيط كشت (و به محيط كشت اصلي نيم مك فارلند رقيق 
يكبار  و در نهايت هر ساعت گرديدتلقيح YTG) مايع 

جذب اين محيط ها خوانده و نمودار رشد باكتري رسم 
وژ يتوسط سانتريف يكبار بيوماس شد و هر دو ساعت

15000 g  جمع  درجه سانتي گراد 4 دقيقه در 20به مدت
   .)5( آوري شد

هر دو ساعت : استخراج آنزيم با استفاده از شوك دمايي
بيوماس  وسي سي از محيط كشت مايع برداشته  100يكبار 

براي استخراج آنزيم ابتدا سلولهاي . جمع آوري گرديد
باكتري جدا شده از محيط كشت در بافر شستشو شامل  
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Tris-HCl 03/0  بامولارpH  5/7 وMgCl2  2/0  مولار
و  g 7000 سوسپانسيون شد و با استفاده از سانتريفوژ 

دقيقه مايع رويي  10به مدت  درجه سانتي گراد 4دماي 
جدا و دور ريخته شد و سپس سلولهاي باكتري جدا شده 

حاوي  شوك حرارتيبافر  ميلي ليتر 1در هر مرحله در
Tris-HCl 05/0  با مولارpH  3/7 وMgCl2 2/0  مولار با
 37 دقيقه در دماي 10سوسپانسيون شد و به مدت ورتكس 

صفر و بلافاصه در ظرف يخ با دماي  درجه سانتي گراد
مراحل . دقيقه  قرار گرفت 15گراد به مدت  درجه سانتي

بعد از اين طي دو مرحله با . فوق چهار مرتبه تكرار شد
و دماي  g 7000 دقيقه با 15وژ به مدت ياستفاده از سانتريف

، مايع رويي حاوي آنزيم مورد نظر از درجه سانتي گراد 4
سنجش سلولهاي باكتري جدا و مايع رويي بلافاصه براي 

 .)13( آنزيمي آماده شد

در اين روش ): TBA(اسيد روش سنجش تيوباربيتوريك 
 50ميكرو ليتر شامل  250مخلوط واكنش با حجم مشخص 

 سيگما( با منبع جلبكي  آلژينات سديمميكرو ليتر 
 100،  ميلي گرم بر ميلي ليتر 2با غلظت اوليه  )180947

 100ميكرو ليتر مايع رويي حاصل از شوك دمايي و 
 5/8pHبا مولار   Tris-HCl  03/0(ميكروليتر از بافر حاوي 

  ،MgCl2 9  و ميلي مولارNaCl 5/0 به . آماده شد) مولار
) HIO4(ميلي ليتر اسيد پريوديك  5/0مخلوط واكنش 

اضافه نرمال  H2SO4 125/0محلول در مولار  025/0
 37 دقيقه در حمام آب گرم با دماي 20گرديد و به مدت 
سديم ميلي ليتر 1سپس . قرار گرفت درجه سانتي گراد

مولار  HCl 5/0محلول در  درصد NaAsO2 (2(ارسنيت 
به ) با ورتكس(همراه با تكان دادن ) قطره قطره(به آرامي 

دقيقه در  2مخلوط واكنش اضافه شد و مخلوط مدت 
 2با درصد  TBA 3/0ميلي ليتر از  2دماي اتاق ماند سپس 

pH  اضافه گرديد و در ) با ورتكس(همراه با تكان دادن
 100دقيقه در دماي  10نهايت مخلوط واكنش به مدت 

در طول موج جذب سپس . قرار گرفت درجه سانتي گراد
يك واحد از فعاليت آنزيم برابر  .نانومتر خوانده شد 548

يك نانومول بتا فورميل پيرووات بر دقيقه بر ميلي با توليد 
اين طول موج به معني حضور ده در 2/0و جذب ليتر است 

 ).3(واحد از آنزيم آلژينات لياز مي باشد

به منظور بررسي درجه خلوص آنزيم : تعيين فعاليت ويژه
  :محاسبه شدفعاليت ويژه آن از فرمول زير 

فعاليت
  فعاليت ويژه=  پروتئين مقدار

از غلظتهاي ميكروليتر  100مقدار : تعيين غلظت پروتئين
  Trisمختلف محلول پروتئين آلبومين با استفاده از بافر 

ي از لوله ها تهيه شد و به هر يك  pH 3/7 مولار 03/0
 G250كوماسي بلو ميلي ليتر از محلول رنگي  5آزمايش 

در  85در صد و اسيد فسفريك  95در صد در اتانول 01/0
سپس  .نانومتر خوانده شد 595صد اضافه و جذب در 

نمودار استاندارد رسم و از نمونه هاي مورد بررسي 
به  pH 3/7 مولار Tris   03/0و با بافر مقداري برداشته شد 

نانومتر  595ميكروليتر رسيد و جذب در  100حجم 
با استفاده از نمودار استاندارد و معادله در ادامه . خوانده شد

به دست آمده غلظت كل پروتئين استخراج شده محاسبه 
  .)7(گرديد

: رسوب دهي با آمونيوم سولفات: تخليص آلژينات لياز
از پودر آمونيوم سولفات براي رسوب دادن پروتئينها به 

محلولهاي با بعد از تهيه . استفاده شد salting outروش 
نهاي وسوسپانسي ،از آمونيوم سولفاتدرصد  20-90غلظت 

 20به مدت  g 20000وژ يتوسط سانتريفبه دست آمده 
رسوب به . رسوب داده شد درجه سانتي گراد 4 در  دقيقه

دست آمده در مقابل بافر شوك حرارتي دياليز شد و مورد 
 .)19( آناليز قرار گرفت

از ميكروليتر  150مقدار : كروماتوگرافي تعويض آنيوني
 DEAEي داشت بر روي ستون آنزيمفعاليت كه  جزئي

sepharose Cl-6B  به تعادل رسيده با بافرTris  20  ميلي
و ميلي مولار 10استات سديم شامل  ،pH 8/7مولار 

پس از اينكه ستون با  .قرار داده شد مولار 25/0سوكروز 
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-NaCl 2غلظت  شيبپروتئينها با  ،شسته شدبافر اين 
   .از ستون خارج شدندمولار1/0

تعيين وزن مولكولي نسبي : تعيين خصوصيات آنزيم
به منظور بررسي پروتئينهاي : آنزيم توسط الكتروفورز

استخراج شده مطابق با روش لاملي از الكتروفورز غير 
و سپس  SDSحاوي درصد  12پيوسته ژل پلي آكريل آميد 

استفاده شد و  R 250براي رنگ آميزي از كوماسي بلو 
 اسيد استيك انجام گرفت- رنگ بري با محلول متانول 

 و در موارد خاص رنگ آميزي نيترات نقره انجام شد )14(
)4(.  

براي تعيين وزن مولكولي نسبي پروتئين ابتدا پروتئينهاي 
ژل  ماركر وزن مولكولي و پروتئين مورد نظر را بر روي

الكتروفورز كرده و سپس   SDSپلي آكريل آميد حاوي
لگاريتم وزن مولكولي پروتئينهاي ماركر تعيين شد و 

( Rfنمودار آن در مقابل 
 مسافت طي شده توسط پروتئين بر روي ژل

 مسافت طي شده توسط بلو فنل برمو بر روي ژل
=Rf  ( به عنوان نمودار استاندارد رسم شد و از رويRf 

مورد نظر و مقايسه آن با نمودار استاندارد وزن  پروتئين
  .مولكولي نسبي پروتئين مورد بررسي تعيين شد

: بررسي اثر غلظتهاي مختلف سوبسترا بر عملكرد آنزيم
در بررسي اثر افزايش غلظت سوبسترا روي فعاليت آنزيم 

ميلي گرم بر ميلي  1و 6/0،8/0، 4/0، 2/0، 1/0غلظتهاي 
استفاده شد و براي هر ) غلظت نهايي از سوبسترا(ليتر 

سپس  گرديدغلظت يك شاهد دقيق مثل خودش آماده 
  . انجام شد TBAسنجش 

براي بررسي  : بر عملكرد آنزيم واكنش بررسي اثر زمان
و سپس در  تهيه مواد لازم براي سنجش ،واكنشاثر زمان 

گذاشته شد و به ترتيب بعد از  درجه سانتي گراد 37 دماي
سنجش ) دقيقه اي يكبار 20(گذشت زمانهاي مختلف 

  . انجام گرديد

مخلوط واكنش به مدت : بررسي اثر دما بر عملكرد آنزيم
قرار ) درجه سانتي گراد4- 80(دقيقه در دماهاي مختلف  20

فعاليت )  TBA(داده شد و سپس با روش سنجش اصلي 
  .شد آنزيم اندازه گيري 

براي بررسي پايداري آنزيم : پايداري دمايي آنزيمبررسي 
يت باقيمانده لدر دماهاي مختلف و در نتيجه بررسي فعا

ساعت قرار  1به مدت آنزيم، ابتدا آنزيم در هر دمايي 
سنجش  درجه سانتي گراد 37در دماي  نهايتاً و گرفت

  .انجام گرديد

هاي  pHبراي بررسي اثر : بر فعاليت آنزيم pHبررسي اثر 
دقيقه 20مختلف بر عملكرد آنزيم، مخلوط واكنش به مدت

-Trisو بافر ) pH )6/5 -6/3با  mM 100با بافر استات 

HCl )03/0M ( باpH )5/9 -5/6 ( درجه  37و در دماي
گذاشته و سپس مطابق سنجش اصلي سنجش  سانتي گراد

 .شد

  M  8821 سويه  بررسي اثر آلژينات لياز بر آلژينات
P. aeruginosa :  آلژينات اثر آنزيم بربه منظور تعيين

انجام شد مطابق روش سنجش فعاليت آنزيم  ،باكتريايي
ولي به جاي سوبسترا كه آلژينات جلبكي بود از آلژينات 

 .)21( استفاده شد M   8821 P. aeruginosaسويه

  نتايج و بحث
به باكتري فرصت طلبي است كه  P. aeruginosaباكتري 

 دليل توليد بيوفيلم ايجاد عفونت هاي مقاوم به آنتي بيوتيك
راهي ا محققين زيادي در پي يافتن ذل. )2و  1( كند مي

براي تخريب بيوفيلم اين باكتري هستند تا پاسخدهي آن به 
كه بيوفيلم اين با توجه به اين. بهبود بخشندرا آنتي بيوتيكها 

و مشخص شده باكتري حاوي پلي ساكاريد آلژينات است 
استيله مي  Mاز نوع پلي  اكثراًاست كه جنس آلژينات آن 

 كه هر آلژينات ليازي نمي تواند آن را تخريب كندباشد 
با توانايي تخريب آلژينات ليازي  بنابراين دسترسي به 

  .باشد استيله مد نظر محققين مي Mپلي آلژينات 

 ،از آنجا كه آلژينات لياز در توليد آلژينات هم نقش دارد
بنابراين سويه هاي موكوئيدي براي تهيه آلژينات لياز 
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باكتري از خلط  در اين تحقيق به همين منظور ندمناسب تر
رنگ آميزي  ،بيمار جدا شد و با آزمونهاي مورفولوژيكي

  موكوئيدي وجود سويه آزمايشهاي بيوشيميايي گرم و 
 P. aeruginosa داده ها نشان داده نشده اند(دگردي ييدأت.(   

) 1شكل (رسم  YTGسپس نمودار رشد باكتري در محيط 
آلژينات  فعاليتسنجش نمونه باكتريايي  بر و هر دو ساعت

بيشترين توليد  2مطابق شكل  .انجام شد TBAلياز با روش 
 YTGرشد باكتري در محيط  ساعت8- 10آنزيم بعد از 
  .ديمشاهده گرد

   
 YTG در محيط P. aeruginosa  نمودار رشد: 1شكل                   TBAنمودار سنجش آنزيمي با روش : 2شكل                       

توسط  قرار دارد پري پلاسمي فضاياز آنجا كه آنزيم در
باكتري  حرارتي آنزيم از فضاي پري پلاسميروش شوك 

و هر آزمايش  خارج شد و خصوصيات آن بررسي گرديد
با استفاده از غلظتهاي مختلف   .حداقل سه بار تكرار شد

) با منبع جلبكي و خريداري شده از سيگما(آلژينات 
ط به غلظت مربوفعاليت آنزيم  بهترينمشخص گرديد كه 

اثر زيادي بر  مي باشد و از آن بيشتر mg/ml  4/0  حدود
ولي مشكلاتي همچون مصرف بيشتر  فعاليت آنزيم ندارد

كه به  ماده و توليد محلول ويسكوز به وجود مي آورد
  mg/mlبراي بررسيهاي بعدي غلظت  همين علت

  ). A3 شكل(استفاده شد4/0

مشخص است زمان بهينه واكنش  B 3همانطور كه در شكل
غلظت كه از لحاظ دقيقه مي باشد  20براي فعاليت آنزيمي 

  FRD1بهينه سوبسترا و زمان مناسب واكنش مشابه 
P. aeruginosa  به منظور بررسي اثر دما بر  .)24(بود

درجه  4- 80 دماييدر گستره آنزيم فعاليت  ،فعاليت آنزيم
اندازه گيري و مشخص گرديد كه بيشترين  سانتي گراد

  است  درجه سانتي گراد 37- 40فعاليت مربوط به 

آن گرما گذاري پايداري دمايي اين آنزيم نيز با  ).C 3شكل(
 درجه سانتي گراد 37- 80در دماي به مدت يك ساعت 

 37بهترين پايداري دمايي در  D 3مطابق شكل .بررسي شد
درجه  80 نزيم حتي درآاست ولي اين  درجه سانتي گراد

ساعت  4نيز پايداري داشت به طوري كه پس از 
 از فعاليت آن درصد 33/31هنوز درجه  80انكوباسيون در 

آنزيم آلژينات  نظر مشابهكه از اين  ) E3 شكل(باقي ماند 
  .)18(اسفنگوموناس بودلياز 

بررسي شد و  3-9بر فعاليت آنزيم در گستره  pHاثر 
 كه آنزيم در اين گستره فعاليت دارد وليمشخص گرديد 
و   )24(بود 5/7- 8بهينه بين  Schiler ، pHمشابه مطالعات 

 5/8بالاتر از   pHدرقابل توجهي فعاليت اين آنزيم به طور 
 ). F 3شكل( كاهش مي يافت

 بايد P. aeruginosa تخريب بيوفيلم ثر درؤمآلژينات لياز 
اين آلژينات علي رغم آلژينات  .آلژينات آن تاثير بگذاردبر 

كه اغلب  استيله است Mپلي  ،توليدي توسط جلبكها
  .آلژينات ليازهاي باكتريايي نمي توانند آن را تخريب كنند
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:  D ،اثر دما بر فعاليت آنزيم: C ،اثر زمان واكنش بر فعاليت آنزيم: B ،اثر غلظت سوبسترا بر فعاليت آنزيم :A. تعيين خصوصيات آنزيم -3شكل 
  )♦( mM 100بافر استات ،) ■( mM Tris 30بافر . بر فعاليت آنزيم pHاثر : E ،درجه  80 باقي مانده آنزيم در   فعاليت

در اين مطالعه آلژينات لياز توليد شده توسط سويه باليني به 
را  M 8821 P. aeruginosa خوبي توانست آلژينات سويه 

بنابراين آنزيم  ،آن مثبت شد  TBAتجزيه كند و تست 
مذكور مي تواند كانديداي مناسبي براي مبارزه با عفونتهاي  

به علت توليد آلژينات  P. aeruginosaناشي از بيوفيلم 
 .فراوان باشد

استخراج شده از فضاي پري  به منظور تخليص آنزيم
از نمك آمونيوم سولفات استفاده شد كه رسوب  ،پلاسمي
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آمونيوم سولفات  اشباع درصد 50از محلول  آمده دست به
رسوب به دست آمده پس از حل  .فعاليت آنزيمي نشان داد

شامل استات  ،pH 8/7ميلي مولار  Tris 20 شدن در بافر 
و دياليز در  مولار 25/0ميلي مولارو سوكروز  10سديم 

 DEAEمقابل اين بافر بر روي ستون تعويض آنيوني 

sepharose Cl-6B  قرار داده شد و مشخص گرديد كه
آنزيم به سستي به ستون متصل مي شود به   pH 8/7در

از  .گردد از ستون جدا مي NaCl   1/0 Mطوري كه با 
  pH 8/7بار مثبت دارد و در ،فوق ماده فاز ثابتآنجا كه 

از ستون جدا NaCl آنزيم مورد بررسي با غلظت  اندكي از

اين . بار منفي اندكي دارد pHدر اين  آنزيم بنابر اين  شد
فوق متصل نشد  ماده فاز ثابتاصلا به  pH 5/7 آنزيم در

 8/7و  5/7اين آنزيم بين  pIبنابراين به نظر مي رسد كه 
خلاصه شده  1نتايج تخليص آنزيمي در جدول . مي باشد

وزن  درصد SDS 12توسط ژل آكريل آميد حاوي  .است
كيلو دالتون تخمين زده شد  60مولكولي نسبي آنزيم حدود 

نات لياز با البته در مطالعات ديگر آنزيمهاي آلژي ).4شكل (
 ندكيلو دالتون گزارش شده ا 60تا  23گستره وزن مولكولي 

 .)24 و 23 ،22، 20، 17 ،16 ،12 ،9 ،6(

 مراحل تخليص آنزيم آلژينات لياز -1جدول 

Yield 
 % 

Degree of 
purification 
% 

Purification 
Fold 

Specific 
Activity 
U/mg 

Total 
activity 
(U) 

Total 
protein 
(mg) 

Purification 
Step 

1 1 1 24/1139  360 316/0  Cell extract 

39/41  84/2  84/2  13/3239  149 046/0  Ammonium 
sulfate 

5/37  205/3  12/9  62/10384  135 013/0  
DEAE 
Sepharose Cl-
6B 

 

 

 

                                                 
 

رسوب حاصل از آمونيوم :2 ،مخلوط پروتئيني حاصل از شوك حرارتي: 1،رنگ آميزي كوماسي بلو: SDS .Aژل پلي آكريل آميد حاوي  -4شكل 
  DEAE sepharose Cl-6Bشده با ستون كروماتوگرافي  خالصآنزيم آلژينات لياز : 1رنگ آميزي نقره  : B ،سولفات 
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از اين آنزيم  اي همچنين تخليص ساده و دو مرحله .كند
از آنجا كه . محسوب مي شود نكات مهم اين تحقيقجمله 

نزيم در منابع مختلف به دست آوردن آهدف از بررسي اين 
از  ،آنزيمي است كه بتواند آلژينات باكتريايي را تخريب كند
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Isolation and purification of an effective thermal stable alginate 
lyase on hospital Pseudomonas aeruginosa alginate 
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Abstract 
The bacterial alginate lyase is a periplasmic enzyme that is important in the production 
and disruption of alginate. Characterization of this enzyme such as molecular weight, 
pI, thermal stability, optimum pH and temperature, and effectiveness on bacterial 
alginate can differ in the strains of a bacterium. In this study, to obtain an alginate lyase 
containing specific and efficient properties in destroying of bacterial alginate, a mucoid 
strain of Pseudomonas aeruginosa isolated from patient‘s sputum was used. Since 
alginate lyase also has a role in alginate production, this strain was selected for this 
assay. Alginate lyase was extracted from periplasmic space by heat shock method and 
was purified by using suitable concentration of ammonium sulfate as well anionic 
exchange chromatography. Subsequently, enzyme activity was assayed by using 
thiobarbitoric acid method. The relative molecular weight of the enzyme was estimated 
about 60 kDa. The effect of reaction time and pH, substrate concentration and impact of 
temperature on alginate lyase activity was surveyed. Results showed that the optimum 
activity of the enzyme was achieved at 0.4 mg/ml substrate concentration after 20 min 
in 37˚C and pH 8.5. The enzymatic residual activity after 4 hours incubation in 80˚C was 
determined 31.33% that indicated to the spectacular thermal stability of the enzyme. 
This enzyme has the ability to disrupt the alginate of P. aeruginosa M 8821, and this 
ability associated with the thermal stability make it an excellent option for adjunctive 
therapy in the combat against antibiotic-resistant of P. aeruginosa infections. 
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