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و بررسي اصلاح شيميايي ليزوزيم از طريق واكنش ميلارد با دكستران
 خواص ضدميكروبي آنزيم اصلاح شده

c*، صديقه اميريb، رقيه رمضانيaمحمود امين لاري

aدانشگاه شيراز، دانشكده دامپزشكي، گروه علوم پايه، شيراز، ايران استاد 
bو صنايع غذايي، شيراز، ايرانمربي دانشگاه شيراز، دانشكده كشاورزي، بخ ش علوم

cياسوج، ايران،باشگاه پژوهشگران جوانگروه صنايع غذايي،،دانشگاه آزاد اسلامي، واحد ياسوج عضو هيات علمي 

 21/6/1392 تاريخ پذيرش مقاله: 10/2/1391تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
بر باكتري ليزوزيم يك آنزيم طبيعي است كه داراي اثر ضدميكروبي عليه باكتري مقدمه: بي هاي گرم مثبت است، اما تـاثير هاي گرم منفي

از اين تحقيق اتصـال دكسـتران بـه ليـزوزيم بـه منظـور بهبـود خـواص  است، همين عامل استفاده صنعتي آن را محدود كرده است. هدف
 آنزيم است. ميكروبي ضد

و روش و در رطوبـت نسـبيC60◦، در دماي1:5گليكوزيله كردن ليزوزيم با دكستران با نسبت وزني ها: مواد %79به مدت يـك هفتـه
از كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون بـا SDS-PAGEروش انجام شد. براي بررسي اتصال ليزوزيم به دكستران، الكتروفورز به و انجام گرفت

و فعاليـت براي خالص G-100سفادكس  در نهايـت، فعاليـت آنزيمـي، گروههـاي آمينـي آزاد سازي ليزوزيم كنژوگه شده استفاده گرديـد.
 ضدميكروبي آنزيم اصلاح شده بررسي گرديد.

از ها: يافته گروه SDS-PAGEنتايج حاصل و اندازه گيري ي آزاد نشـان هاي آمينـ الكتروفورز، اتصال ليزوزيم به دكستران را تاييد كرد
در حالي7/3داد كه در اثر گليكوزيله شدن به ميـزان مول دكستران به يك مول ليزوزيم متصل شده است، 63/37كه فعاليت آنزيم كنژوگه

از بررسي اثر ضد من % كاهش يافت. نتايج حاصل فـي ميكروبي نشان داد كه گليكوزيله كردن ليزوزيم با دكستران، آنزيم را عليه باكتري گرم
E. coli ضد و با افزايش غلظت ليزوزيم كنژوگه شده اثر -باكتريـايي كنژوگـه ليـزوزيم ميكروبي آن نيز افزايش يافـت. اثـر ضـد موثر كرد

در برابر باكتري گرم مثبت در مقايسه با آنزيم اصلاح نشده نشان نداد. تفاوت معني Staph. aureusدكستران  داري را
در اين تحقيق، كنژوگه كردن ليزوزيم به دكستران مصرف بالقوه آنزيم را در فرمولاسيون مواد غذاييبهبر نتايج بنا گيري: نتيجه دست آمده

ضد به مي عنوان يك عامل  دهد. باكتريايي مناسب افزايش

.اثر ضدميكروبي، اصلاح شيميايي، دكستران، ليزوزيم:هاي كليديواژه

 email: sedighehamiri@gmail.com مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
ــود در ســال ــادي جهــت بهب ــر تحقيقــات زي هــاي اخي

هاي نگهداري مواد غذايي صورت گرفته است كه تنها روش
مواد غذايي كاربرد ها تاكنون در صنعت شمار معدودي از آن

داشته است. تلاش براي بهبود كيفيت مـواد غـذايي باعـث 
هـاي نگهـداري شده كه توجه بسياري از محققان بـه روش 

)  ,.Devlieghere et alغيرحرارتــي معطــوف گــردد
هـا اسـت ها يكي از اين روش ). استفاده از نگهدارنده2004

م ليزوزيم هاي گذشته نيز كاربرد داشته است. آنزي درسال كه
و ضدميكروبي طبيعي يكي از مهم ترين تركيبات نگهدارنده

و بـه است كه بطور فراوان در طبيعت يافت مي وسـيله شود
و پسـتانداران توليـد ها، باكتري گياهان، قارچ هـا، پرنـدگان

( مي ). مشاهده شده اسـت Gill & Holley, 2003گردد
وتكه بـين ميـزان ترشـح ليـزوزيم در بسـياري از باف ـ هـا

ــت ــاطي عفون ــايي ارتب ــاي باكتري ــيه ــود دارد دار معن وج
)Ibrahim et al., 1996 1922). ايـن آنـزيم در سـال 

)  ,Gill & Holleyتوسط الكساندر فلمينگ كشف گرديد
). انعطاف پذيري زنجيره اصلي ليزوزيم بدليل وجـود 2000

ها، بسيار پيوند دي سولفيد در ساختار آن، حتي در محلول4
(محد ). در كنار Takahashi et al., 2000ود شده است

را تواند برخي از ويروس فعاليت ضدميكروبي، ليزوزيم مي ها
هـاي نـامحلول غيرفعـال كنـد، از طريق تشكيل كمـپلكس 
اي را بهبـود هاي چنـد هسـته فعاليت فاگسيتوزي لوكوسيت

و فعاليت ضدموتوري مونوسيت هـا را تحريـك كنـد بخشد،
)Ibrahim et al., 1996 ليزوزيم، محصـولي بـا ارزش .(

ميافزوده  در مقيـاس ) كهNaidu, 2000( گردد محسوب
صنعتي، از سفيده تخـم مـرغ اسـتخراج مـي شـود. اثـرات 
و نداشتن اثرات سمي بر  ضدميكروبي ليزوزيم از يك سمت
انسان از سويي ديگر، كاربرد اين آنزيم را در غـذاهايي كـه 

د  انـد مناسـب كـرده اسـت. يـده حداقل ميـزان فـرآورش را
هاي گرم مثبـت اسـت، امـا ليزوزيم آنزيمي مؤثر بر باكتري

هاي گـرم منفـي توسـط لايـه ليپوپروتئين/ليپـوپلي باكتري
) شـوند ) خود در برابر آنزيم محافظـت مـي LPSساكاريدي

)Gill & Holley, 2003 ــدباكتريايي ــيت ض ). خاص
) شكستن1د: ليزوزيم را از سه طريق مي توان بهبود بخشي

و عمـل بـر  ديواره خارجي باكتري براي تسهيل نفوذ آنزيم
و ديواره داخلي باكتري كه با استفاده از روش هاي شيميايي

) تغييـر شـيميايي، فيزيكـي،2پذير اسـت. يا فيزيكي امكان

و يا ژنتيكي خود آنزيم  ) استفاده از تركيب ليزوزيم3آنزيمي
ر تشديدكنندگي در كنـارو ديگر عوامل ضد ميكروبي كه اث

و يا آنكه بتواننـد بطـور همزمـان بـه همديگر داشته باشند
 )  ,.Touch et alاهداف مختلف باكتريايي هجـوم آورنـد

). هدف از ايـن تحقيـق اصـلاح آنـزيم ليـزوزيم بـا 2004
استفاده از دكستران از طريق انجـام واكـنش مـيلارد بـراي 

 بهبود خاصيت ضدميكروبي آن است.

هاو روشمواد
 مواد-

(ليزوزيم از شركت كانادا با وزن ) Anovatechآنواتك
دالتـون تهيـه گرديـد، دكسـتران بـا وزن 14600مولكولي 
 lysodeikticusدالتـون، ديـوارة سـلولي 10500مولكولي 

Micrococcus ،ــيد ــولفونيك اس ــزن س ــرو بن ــري نيت ت
)Trinitrobenzenesulfonate و  G-100ســفادكس)

)Sephadex ( ) ــيگما ــركت سـ ــا)Sigmaاز شـ آمريكـ
و از منـابع.خريداري شدند ساير مواد از نوع آناليتيكال بوده

 تجاري تهيه گرديدند.

گليكوزيله كردن ليزوزيم با دكستران در حالت پودر-
 ليوفيليزه شده

و ميلي 400 در2گرم ليزوزيم ليتر ميلي5گرم دكستران
با1/0بافر فسفات سديم  و سـپس pH=7مولار حل شـده

1مخلوط حاصل ليوفيليزه گرديد. پـودر حاصـل بـه مـدت 
درحضور برومايـد پتاسـيم اشـباع بـه C60˚هفته در دماي

% قرار داده شد. يـك نمونـه79منظور تامين رطوبت نسبي 
ليزوزيم بدون دكستران نيز به عنوان شـاهد تحـت شـرايط 

 مذكور قرار داده شد.

ــه- ــاتوگرافي ب روش ژل فيلتراســيون انجــام كروم
(صافي مولكولي)

ــفادكس ــن س ــزان G-100از رزي ــي مي ــراي بررس ب
و همچنين جداسـازي ليـزوزيم گليكوزيلـه  گليكوزيله شدن

 )  ,Delaneyشده از ليزوزيم اصلاح نشده اسـتفاده گرديـد
ميلي گرم پـروتئين، از ليـزوزيم اصـلاح50). ميزان 1980

و ليـزوزيم حـرارت نشده، ليزوزيم اصلاح شده با دكسـتران 
و در ميلـي5/0ديده، هر يك بطور جداگانه، برداشـته شـد

با05/0ليتر از بافر فسفات  و pH=4/7مولار حـل گرديـد
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دقيقه سانتريفوژ شد.10به مدت rpm 3000سپس با دور
و بـراي گذاشـتن بـر روي  مايع رويي از رسوب جـدا شـده

و ستون استفاده شد. ستون بـه منبـع بـافر متصـل  گرديـد
ميلي ليتـر محلـول در هـر لولـه3خروجي ستون به ميزان 

نانومتر 280ها در طول موج آوري شد. جذب نوري لوله جمع
و كروماتوگرام مربوطه رسم گرديد.  خوانده شد

گيري پروتئين محلـول در مـايع فوقـاني بـه اندازه-
 روش لوري 

براي انـدازه گيـري ميـزان پـروتئين محلـول در مـايع
دكسـتران از روش لـوري-قاني محلول كنژوگه ليزوزيم فو

) ). رنـگ آبـي توليـدي در Lowry, 1951استفاده گرديد
اين روش ناشي از واكنش يون مس دو ظرفيتي با بانـدهاي 

و احياء فسفوموليبدات  فسـفو تنگسـتيك–پپتيدي پروتئين
در اسيد توسـط گـروه  و تريپتوفـان موجـود هـاي تيـروزين

شدت رنـگ توليـدي رابطـه اي مسـتقيم بـا پروتئين است.
 غلظت پروتئين موجود در نمونه دارد.

 الكتروفورز-
براي بررسي ميزان دكستران متصل شـده بـه پـروتئين

ژل SDS-PAGE ليزوزيم الكتروفورز به روش و بـر روي
ــا غلظــت ــد ب ــل آمي ــده آكري ــتا٪10جداكنن ــام گرف نج

)Laemmli, 1970 ــه ــروتئين در نمون ــت پ ــا ). غلظ ه
و گونه به اي تنظيم شد كه بعد از رقيق سازي بـا آب مقطـر

ميكروگرم در ميكروليتر باشـد. ژل جداكننـده2بافر نمونه، 
آكريـل٪10متر با غلظت ثابت ميلي 140×140×1با ابعاد 
) HCl )8/8=pH-محلول تريسmol/liter 2/1آميد در 

ژلسديم دو دسيل سولفاتg/liter 3و  رويي تهيه گرديد.
درg/liter 30حـــاوي  mol/liter 25/0آكريـــل آميـــد
(-تــــريس و pH=8/6كلريــــدريك اســــيد (g/liter 2

 mol/literسديم دودسيل سولفات بود. بافر الكترود حاوي
ــريس025/0 ــيد،-تـ ــدريك اسـ mol/liter 192/0كلريـ

و ــين ــاg/liter 5/1گلايس ــولفات ب ــيل س ــديم دودس  س
16/8=pH .(آمپرسـنج) روي ميزان جريانبود الكتريسيته
آمپر براي يك ژل تنظـيم گرديـد. ژل در محلـول ميلي 15

g/liter 5/2در استيك g/liter 500كوماسي بريلينت بلو
در متانول رنگ g/liter 250-اسيد و  g/literآميزي شـد
 بري گرديد. متانول رنگg/liter 70-استيك اسيد 100

بلاك شـده ليـزوزيم هاي آميني تعيين ميزان گروه-
تري نيترو بنزن سولفونيك توسط دكستران با روش

 اسيد
از براي تعيين ميـزان گـروه هـاي آمينـي بـلاك شـده

هاي آميني واكنش تري نيترو بنزن سولفونيك اسيد با گروه
( pH=7پـروتئين در  ). Habeeb, 1966اسـتفاده گرديـد

و اصـلاح شـده در يـك يك ميلي گرم از نمونه  هاي شاهد
و در سـانتريفيوژ g×27000ميلي ليتر آب مقطر حل شـده

ميلـي گـرم3/0شدند. سپس از محلـول رويـي بـه ميـزان 
و حجم هر يك از نمونه ها با آب مقطر پروتئين برداشته شد

به يك ميلي ليتر رسانده شد. سپس يك ميلي ليتر محلـول 
4) و محلـولNaHCO3% بيكربنات سـديم % تـري1/0)

س هاي آماده ولفونيك اسيد اضافه گرديد. محلولنيترو بنزن
ساعت در تـاريكي2براي مدت زمان C˚40شده در دماي 

قرار گرفتند. بعد از آن يك ميلي ليتـر از محلـول سـديم دو 
در10دسيل سولفات  (جهـت افـزايش حلاليـت پـروتئين %

و نيم ميلي ليتر اسيد كلريدريك يك مولار اضـافه محلول)
 335هـاي حاصـله در طـول مـوج لولشد. سپس جذب مح

نانومتر خوانده شد. منحني استاندارد نيز به همين ترتيب بـر
و غلظت لايسين رسم گرديد.  اساس ميزان جذب نوري

 بررسي فعاليت آنزيمي ليزوزيم-
ــواره ســلولي سوبســتراي ليــزوزيم، ســرعت تجزيــه دي

ــانگر  ــزوزيم بي ــوس، توســط لي ــوس ليزوديكتيك ميكروكوك
آ ميفعاليت هـاي گرم از ديـواره سـلول ميلي3باشد. نزيمي

ليتـر ميلي25خشك شده ميكروكوكوس ليزوديكتيكوس در 
با1/0بافر فسفات پتاسيم  و حجـم pH=7مولار حل شـد

از ميلي9/2ليتر رسانده شد. ميلي 100به با بافر نهايي ليتـر
سوسپانسيون محلول سوبسـترا داخـل كـووت، در دسـتگاه 

ليتـر از محلـول ميلي1/0متر قرار گرفت. سپس اسپكتروفتو
ليتـر گرم پروتئين در ميلـي ميلي1آنزيم تهيه شده با غلظت 

و اصلاح شده)، در آب مقطر سرد حـل(از نمونه هاي شاهد
شد. به كووت اضافه شد. تغييرات جذب نوري در طول موج 

450 )  Imoto etنانومتر به ازاي هر دقيقـه ثبـت گرديـد
al., 1972.( 

 بررسي فعاليت ميكروبي-
ي S. aureusو E. coliايـه تريـباك بـهر  طورـك
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كشت داده Plate count agarجداگانه، در محيط كشت
و از كلو  Nutrientهاي آن براي كشت در محيطني شدند

broth ــان ــدت زم ــراي م ــاي15ب ــاعت در دم C˚37س
كشـت بـه ميلي ليتر از اين محـيط1/0استفاده شد. سپس

انتقـال داده Nutrient brothميلي ليتر محيط كشت 10
و مجددا در دماي  گرمخانـه گـذاري گرديـد تـاC˚37شد

نانومتر حاصـل گرديـد. 675در طول موج6/0جذب نوري 
در اين زمـان بـا اسـتفاده از روش شـمارش كلـوني، تعـداد 

چـون جمعيـت ها در اين جذب نوري برآورد گرديد. باكتري
بـا اسـتفاده از رقيـق ايي بيشتر از حد مورد نظر بـود، باكتري

به سازي دسيمال جمعيت باكتري  رسيد.106ها
 Nutrient brothليتـر از محـيط كشـت ميلي5/4)1

) به نيم ميلي ليتر بافر فسفات سديم106(حاوي جمعيت
با 10  كه حاوي: pH=7ميلي مولارسترون

در ميلـي ميكروگـرم 400و 250، 100هاي الف) رقت
 ليتر از آنزيم ليزوزيم اصلاح نشده باشد.

ميكروگـرم در ميلـي 400و 250، 100هـاي رقتب)
 ليتر از آنزيم ليزوزيم كنژوگه شده با دكستران باشد. 

ميكروگرم در ميلي ليتر 400و 250، 100هاي رقتج)
 از آنزيم اصلاح شده با حرارت باشد.
آنزيم، اعم از اصـلاحد) نمونه كنترل كه فاقد هر گونه

و نشده بود.  شده
و در حمـام آب گـرم در دمـاي درجـه50اضافه گرديد

60و0،20،40هـاي گراد قرار داده شـد. در زمـان سانتي
 ها انجام گرفت. دقيقه شمارش كلي باكتري

 Nutrient brothميلي ليتر از محـيط كشـت5/4)2
فات سديم ) به نيم ميلي ليتر بافر فس106(حاوي جمعيت

ــا 10 ــترون ب ــي مولارس ــا pH=7ميل ــزيم ب ــاوي آن ح
( غلظت در1هاي ذكر شده در قسمت و )، اضـافه گرديـد

آنC˚37گرمخانه و جذب نوري هـا بـه قرار داده شدند
خوانـده نـانومتر 675در طول موج ازاي هر يك ساعت 

 شد. 

 آماريو تحليل تجزيه-
ي اسـتفاده در اين تحقيق از طرح آماري كـاملا تصـادف

و و كليه آزمايشات سه بار، هر بار در دو تكرار انجام شد شد
درصـد بـه روش5هـا در سـطح احتمـال مقايسه ميـانگين 

و با نرم افزار   صورت گرفت. CO-STATدانكن

ها يافته
نتايج حاصل از كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون،

 خوبي گليكوزيله شدن ملكول ليزوزيم توسط دكستران را به
در نشان داد. همانطوري ديده مي شود،1نمودار كه كه

ليزوزيم خالص واصلاح نشده، همچنين ليزوزيم حرارت 
اي ديده بدون دكستران يك منحني مشخص را در محدوده

حالي است كه كروماتوگرام يكسان نشان مي دهند، اين در
حاصل از كروماتوگرافي نمونه اصلاح شده با دكستران دو 

نشان مي دهد كه منحني اول حكايت از خروج منحني را
و منحني دوم خروج ليزوزيم  ليزوزيم گليكوزيله شده دارد

 گليكوزيله نشده را نشان مي دهد.

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

0 10 20 30 40 50 60
شماره لوله

تر
وم
نان

28
ج0

مو
ول
ط
در
ور
بن
جذ

ان
يز
م ليزوزيم اصلاح شده با

دكستران 

ليزوزيم اصلاح نشده

ليزوزيم حرارت ديده بدون
دكستران

با G-100كروماتوگرام حاصل از ژل فيلتراسيون-1 نمودار (ليزوزيم اصلاح شده و گليكوزيله شده نمونه هاي ليزوزيم گليكوزيله نشده
( % تهيه گرديد).79به مدت يك هفته در رطوبت نسبي C◦60و در دماي5به1با نسبت وزني دكستران  90×5/1اندازه ستون:

با05/0متر)، بافر مورد استفاده: بافر فسفات سانتي 50ليتر در دقيقه، غلظت پروتئين: ميلي5/0، سرعت جريان بافر:pH=4/7مولار
ن ميلي و ليزوزيم حرارت ديدهگرم از ليزوزيم اصلاح  ليتر بافر ميلي5/0در شده، ليزوزيم اصلاح شده با دكستران
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الگوي الكتروفورز بر روي ژل پلي آكريل آميد2 نمودار
و گليكوزيلـه شـده % نمونه10 هاي ليزوزيم گليكوزيله نشده

و-2ها حاوي را نشان مي دهد. نمونه مركاپتو اتانل هسـتند
ميكروليتر نمونه آمـاده شـده15%،10در هر چاهك از ژل 

باشــد، ريختــه شــد. ميكروگــرم نمونــه مــي37كــه حــاوي 
مشـاهده مـي گـردد، در سـتون2كه در شـكل همانطوري

هـاي(ليزوزيم گليكوزيله شده) در مقايسه با ستون1شماره 
و ليزوزيم حرارت ديـده3و2شماره  (ليزوزيم اصلاح نشده

تر شده است. در ايـن گسترده بدون دكستران) باند پروتئيني
ژل نيز كنژوگه كردن دكستران بـه ليـزوزيم، باعـث ظـاهر 
و وسيع در ژل متراكم كننده  شدن تدريجي يك باند كشيده

 هاي گليكوزيله نشده، شده است. شده در مقايسه با نمونه

با-2نمودار الگوي الكتروفورز ليزوزيم گليكوزيله شده
%.10آكريل آميد با غلظت دكستران بر روي ژل پلي 

: ليزوزيم گليكوزيله شده با دكستران به نسبت1ستون شماره
: ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران،2، ستون شماره5به1

: استانداردM: ليزوزيم اصلاح نشده، ستون3ستون شماره 
 كيلودالتون10-200پروتئين با وزن ملكولي 

گـروه آمينـي7داراي 14600ليزوزيم با وزن ملكـولي
) ). بر اساس نتـايج Haynes et al., 1967آزاد مي باشد

(جدول تعيين گروهحاصل از آزمايش  هاي آميني بلاك شده
از3/3)، در ليزوزيم گليكوزيله شده1 گـروه آمينـي7گروه

مول دكستران7/3ليزوزيم آزاد بود كه نشان دهنده واكنش 
هاي آميني آزاد ليـزوزيم گروه مول ليزوزيم است. تعداد1با 

(بدون دكسـتران) نيـز قابـل مقايسـه بـا نـوع  حرارت ديده
 ليزوزيم شاهد بود. 

(جــدول )1نتــايج حاصــل از بررســي فعاليــت آنزيمــي
 U/mg protein 5/539حكايت از فعاليت آنزيمي معـادل

بـراي ليـزوزيم U/mg protein 37/336براي ليـزوزيم،
و  براي ليزوزيم U/mg protein 41/432گليكوزيله شده

(بـدون دكسـتران) دارد. در ليـزوزيم  تيمار شده بـا حـرارت
(بـدون دكسـتران)  و تيمار شده بـا حـرارت گليكوزيله شده

و63/37فعاليت آنزيمي به ترتيب بـه ميـزان  %85/19%
هـا در مقايسه با ليزوزيم اصلاح نشده كاهش يافـت، نمونـه

( اختلاف آمـاري معنـي  ) را بـا هـم نشـانρ>05/0داري
 دادند.

ــانطوري در هم ــه ــودارك در3 نم ــردد مشــاهده مــي گ
هـاي حـاوي ليـزوزيم نمونـه، E. coliخصـوص بـاكتري 

كنژوگه شده با دكسـتران جـذب كمتـري را در مقايسـه بـا 
تر، نشـان دهنـده نمونه كنترل نشان مي دهند. جذب پايين
غلظـت ليـزوزيم اثر ضدميكروبي بيشتر اسـت. بـا افـزايش 

، µg/ml 400به µg/ml 100كنژوگه شده با دكستران از 
و نمونه را اثر ضدميكروبي افزايش يافته هـا جـذب كمتـري

و ليـزوزيم حـرارت ديـده بـدون  نشان مي دهنـد. ليـزوزيم
در مقايسه بـا 250و µg/ml 100هاي دكستران در غلظت

(دهن داري را نشان نمي نمونه كنترل، تفاوت معني >05/0د
ρاما در غلظت (µg/ml 400 داري بـا داراي تفاوت معنـي

 نمونه كنترل هستند. 

و آنزيم حرارت ديده بدون تعداد گروه-1جدول ، آنزيم اصلاح شده با دكستران و فعاليت آنزيمي ليزوزيم اصلاح نشده هاي آميني آزاد
 دكستران

 آزادNH2گروه†نمونه
(مول در مول ليزوزيم)

 اليت آنزيمي فع
(واحد در ميلي گرم پروتئين)

 ليزوزيم
 ليزوزيم گليكوزيله شده با دكستران
 ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران

a0/7
b3/3
a0/7

a50/539 
b37/336 
c41/432 

 ) مي باشند.ρ>05/0معني دار(حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف آماري a,bاعداد نشان داده شده ميانگين سه تكرار مي باشند.†
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در بررسي اثر ضدميكروبي ليزوزيم كنژوگه شده با
مشاهده Staph. aureusدكستران بر باكتري گرم مثبت 

ها در مقايسه گرديد كه با افزايش غلظت آنزيم، جذب نمونه
كه با افزايش با نمو نه كنترل كاهش پيدا كرد، بدان معني

ي آن عليه باكتري گرم مثبت غلظت آنزيم، اثر ضدميكروب

Staph. aureus داري بين افزايش يافت. تفاوت معني
ليزوزيم اصلاح نشده، ليزوزيم گليكوزيله شده با هاي نمونه

و ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران ديده نشد،  دكستران
داري را نشان ها با نمونه كنترل تفاوت معني اما اين نمونه

) ).4نمودار دادند
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و بدون آنزيم) كنترل ( حاوي باكتري ليزوزيم كنژوگه شده با دكستران

ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران ليزوزيم اصلاح نشده
 الف
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ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران ليزوزيم اصلاح نشده
ب
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ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران ليزوزيم اصلاح نشده
ج

و ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران در غلظت ليزوزيم گليكوزيله شدهاثر ضدميكروبي ليزوزيم اصلاح نشده،-3نمودار با دكستران
ج) µg/ml 250ب) µg/ml 100الف)  Eبر باكتري گرم منفي µg/ml 400و . coli گراد. درجه سانتي37در دماي 

 نگين سه تكرار مي باشند.اعداد نشان داده شده ميا
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ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران ليزوزيم اصلاح نشده
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ج
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و ليزوزيم حرارت ديده بدون دكستران در الف) ليزوزيم گليكوزيله شدهاثر ضدميكروبي ليزوزيم اصلاح نشده،-4نمودار با دكستران
µg/ml 100 (بµg/ml 250 (ج  گراد. درجه سانتي37در دماي Staph. aureusبر باكتري گرم مثبت µg/ml 400و

 باشند. اعداد نشان داده شده ميانگين سه تكرار مي

jftn
.sr

bia
u.a

c.i
r



 اصلاح شيميايي ليزوزيم از طريق واكنش ميلارد با دكستران

12

غذاييوتغذيه/
علوم

ستان
زم

1392
سال

/
ياز

ده
شماره

م/
1

Food
T

echnology
&

N
utrition

/W
inter

2014
/V

ol.11
/N

o.1

 بحث
دهـد%، نشان مـي10نتايج حاصل از الكتروفورز با ژل

كه دكستران تحت واكنش كنترل شـده مـيلارد، بـا پيونـد 
كووالانسي به ليزوزيم متصل شده است كه بـدليل اتصـال 

هاي متفاوت دكستران به ليـزوزيم، مشـتقاتي بـا تعداد مول
مي وزن گردند. اين توزيـع وسـيع وزن ملكولي متنوع توليد

ملكولي براي تركيبات مختلف پروتئيني ليزوزيم، منجـر بـه 
ــت  ــه حرك ــده ك ــي ش ــدهاي پروتئين ــدن بان ــترده ش گس

ها بسته بـه وزن ملكـولي ايـن تركيبـات الكتروفورتيكي آن
در مي باشد. اين امر منجر به ظاهر شدن يك طيـف وسـيع

ي شكل گرفتـه در مسـير حركـت پـروتئين باندهاي پروتئين
از مي گـردد. بنـابراين در مخلـوط واكـنش، گـروه وسـيعي

مشتقات ليزوزيم كه حاوي صفر تا هفت ملكـول دكسـتران 
و عدد ذكر شده در جـدول  مـول7/3(1هستند، وجود دارد

دكستران) يك عدد ميانگين بوده كه نشان دهنده متوسـط 
شـ تعداد مول دكستران ده بـه ليـزوزيم اسـت. هاي متصـل

طبيعتا با افزايش تعـداد مـول دكسـتران متصـل شـده بـه 
و حركت الكتروفورتيكي  ليزوزيم، وزن ملكولي افزايش يافته

و Nakamuraيابـد. نتـايج مشـابهي توسـط كاهش مـي 
) و-) در تركيب ليزوزيم1992و1991همكاران گالاكتومننان

( Songدكستران،–ليزوزيم  د2002و همكاران ر تركيـب)
( Ibrahimكيتوزان،-ليزوزيم ) در تركيب 1994و همكاران
و-ليزوزيم ( Scamanپريل آلدهيد ) در 2006و همكـاران

و ليـزوزيم-تركيب ليـزوزيم  گالاكتومننـان نيـز-دكسـتران
%، باند مونومر ليزوزيم حركت10گزارش شده است. در ژل 

و جلو سريع تر از تري نسبت به ساير مشتقات پروتئين داشته
مي آن  كند. ها حركت

هـاي آمينـي تعيين گـروه بنا بر نتايج حاصل از آزمايش
(جدول  1)، زماني كه ليزوزيم با نسـبت وزنـي1بلاك شده

بـه مـدت يـك C◦60در حضور دكستران در دمـاي5به
مــول7/3گيــرد، % قــرار مــي79هفتــه در رطوبــت نســبي 

كه شود. دكستران به يك ملكول ليزوزيم متصل مي از آنجا
آمينوي اسـيدهاي آمينـه-εهاي واكنش ميلارد بين گروه

و انتهاي احياكننـده گـروه كربونيـل پلـي  لايسين پروتئين
مي-ساكاريد در كنژوگه پروتئين دهد، تعداد پلي ساكاريد رخ

مي گروه در هاي آميني آزاد ليزوزيم كاهش يابـد، بطوريكـه
از4/3دكستران-كنژوگه ليزوزيم گروه آزاد ليزوزيم7گروه

هـاي تعيـين گـروه نتايج حاصـل از تنها قابل شناسايي بود. 

آميني بـلاك شـده، نتـايج حاصـل از الكتروفـورز را تاييـد 
و همكـاران Nakamuraنتـايج مشـابهي توسـط كند. مي

و ليـزوزيم-) در تركيب ليزوزيم1992و1991( گالاكتومننان
ــتران،– ( Songدكسـ ــاران در 2002و همكـ ــب) تركيـ

( Hattoriكيتوزان،-ليزوزيم ) در تركيـب 1994و همكاران
و همكـاران Ibrahimكربوكسي متيل دكستران،-ليزوزيم

و-) در تركيــب ليــزوزيم 1994و1991( پالمتيــك اســيد
( Aminlariپريل آلدهيد،-ليزوزيم ) در 2005و همكاران

و-تركيب ليززويم ( Scamanدكستران ) 2006و همكاران
 گالاكتومننان نيز گزارش شده است.–ب ليزوزيم در تركي

فعاليت آنزيمي ليزوزيم گليكوزيله شده با دكسـتران بـه
% در مقايسه با نوع گليكوزيله شده كـاهش يافـت.37/63

اتصال كربوهيدرات به ليزوزيم، در اطـرافكه رسد بنظر مي
و گلوتاميـك اسـيد)،  (آسـپارتيك اسـيد جايگاه فعال آنـزيم

ف و ايـن امـر مـانع از اتصـال ضايي ايجاد مـي ممانعت كنـد
ــوس  ــلولي ميكروكوكـ ــواره سـ (ديـ ــزيم ــتراي آنـ سوبسـ

( ليزوديكيتكوس) به جايگاه فعال مي ,.Arita et alگردد
در ). مسدود شـدن گـروه 2001 هـاي آمينـي آزاد لايسـين

ليزويم بوسيله دكستران باعث كاهش بار مثبت آنزيم شـده 
ــن امــر خــود از تمايــل  ــواره ســلولي كــه اي ــه دي ــزيم ب آن

ميكروكوكـوس ليزوديكيتكــوس، كــه داراي بــار الكتريكــي 
و Takahashiكاهد. نتايج مشابهي توسـط منفي است مي
) ــاران ( Aminlari،)2000همكــ ــاران )، 2005و همكــ

Ibrahim ) و همكـاران Nakamura)، 1991و همكاران
و 1991( (Scaman ) ) نيز گزارش شـده 2006و همكاران

 است.
كنژوگه كردن ليزوزيم به دكستران، عليه بـاكتري گـرم

موثر كـرد. بـا افـزايش غلظـت آنـزيم، اثـر E. coliمنفي
ضدباكتريايي آن نيز افزايش يافت. چنين اثـر ضـدميكروبي 
(بـدون  و ليـزوزيم حـرارت ديـده در ليزوزيم اصلاح نشـده

ليتر ميكروگرم در ميلي 250و 100دكستران) در دو غلظت 
هاي مـذكور توانسـتند در غلظـته نگرديد، اما آنزيممشاهد

µg/ml 400 بر باكتريE. coli مـوثر واقـع شـوند. ايـن
كاهش در مقايسه با آنزيم كنژوگه شده بـا دكسـتران قابـل 

رفـت ليـزوزيم بـر بـاكتري ملاحظه نبود. چنانكه انتظار مي
Staph. aureus و اين اثـر بـا افـزايش غلظـت موثر بود

افزايش يافت. نتايج حاصـل µg/ml 400به 100آنزيم از 
دكستران نشان-از بررسي اثر ضدباكتريايي كنژوگه ليزوزيم
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ــدرت ــتران، ق ــا دكس ــزوزيم ب ــردن لي ــه ك ــه كنژوگ داد ك
 .Staphضدباكتريايي آنزيم را عليه بـاكتري گـرم مثبـت 

aureus تـوان گفـت كـه كنژوگـه دهد. مـي افزايش نمي
اكتريايي بيشــتري را عليــه دكســتران اثــر ضــدب-ليــزوزيم

در مقايسـه بـا بـاكتري گـرم E. coliباكتري گرم منفـي 
از خود نشان داد. ليزوزيم، آنزيمي Staph. aureusمثبت 

هاي گرم مثبت است كه اثر ضدباكتريايي فعال عليه باكتري
بـينβ)4،1خود را از طريق هيدروليز پيونـد گليكوزيـدي( 

ان-ان و در-استيل موراميك اسـيد اسـتيل گلـوكز آمـين
از لايه پپتيدوگليكان ديواره سلولي باكتري ها ايفا مـي كنـد.

هاي گرم منفي توسـط لايـه آنجا كه اين ديواره در باكتري
ليپــوپروتئين/ ليپــوپلي ســاكاريد احاطــه شــده اســت، ايــن 

دهنـد ها در برابر آنزيم از خود مقاومـت نشـان مـي باكتري
)Gill & Holley, 2000كه رسي). بر ها نشان مي دهند

هيبريدهاي مختلف پـروتئين بـا پلـي سـاكاريدهايي چـون 
و يا گالاكتومننان خواص عملكردي قابل تـوجهي  دكستران

). Nakamura et al., 1991را از خود نشان مي دهنـد ( 
تـوان هـا، مـي بنابراين، براي بهبود خواص سطحي پروتئين

( آن  Nakamura etها را به پلي ساكاريدها متصـل كـرد
al., 1994 پلـي سـاكاريد-). از آنجا كه كنژوگه پـروتئين

توانـد دهـد، مـي بدليل خواص سطحي كه از خود نشان مي
هاي گرم منفي را در خـود حـل كنـد، ديواره بيروني باكتري

جــايگزيني مناســب بــراي اســتفاده در مــواد غــذايي بنظــر 
د ديواره دكستران مي توان-رسد. بنابراين كنژوگه ليزوزيم مي

و بـدنبال آن، خارجي باكتري هاي گرم منفـي را پـاره كنـد
در ملكول هاي ليزوزيم كه داراي بار الكتريكي مثبت هستند

تماس با ديواره داخلي باكتري كه داراي فسفوليپيدهاي بـار 
و بر جايگاه منفي است، قرار مي هاي عملكردي خـود گيرند

و باعث پـاره شـدن در ديواره داخلي باكتري اثر مي گذارند
و نهايتا از بين رفتن باكتري مي شوند.  اين ديواره

 گيري نتيجه
بنابر نتايج حاصل اين تحقيق، گليكوزيله كردن ليزوزيم

با دكستران هرچند از فعاليت آنزيمـي آن بـه ميـزان قابـل 
آن توجهي مي كاهد اما تاثير منفيي بر فعاليت ضـدميكروبي

مي توان نتيجه گرفت كه فعاليـت گذارد. به اين ترتيب نمي
ضدميكروبي آنزيم از طريق فعاليت آنزيمي انجام نمي شود. 
ــوان  ــا دكســتران از ت ــزوزيم ب ــزيم لي ــه كــردن آن گليكوزيل

هاي گرم مثبت نكاست، اما ضدميكروبي آنزيم عليه باكتري
هـاي گـرم توانست فعاليت ضدميكروبي آن را عليه باكتري

 منفي افزايش دهد. 
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