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 چکیده

دارویی اهمیت روز افزونی  خاص، یکی از پروتئینهایی است که در صنایع مختلف از جمله صنایع غذایی وهای  لیزوزیم سفیده تخم مرغ بدلیل ویژگی
همچنیین بیا توجیه بیه اط  یا       . شیود  کننده استفاده میی  لیزوزیم بعنوان نانوفیبریل زیستی، آنتی بیوتیک، افزودنی غذایی طبیعی و شیرین. یافته است
بیا توجیه بیه اهمییت روز افیزون       . باشید  ها مطرح میی  در مطالعا  مربوط به ساختار و  ملکرد پروتئینبعنوان مدل ل، بیوشیمیایی نسبتا کام -بیوفیزیکی

دهی با استفاده از نمک  بر این اساس روش تخلیصی مبتنی بر رسوب. لیزوزیم توسعه روشی موثر، ساده و ارزان برای تخلیص این پروتئین مورد نیاز است
در این مطالعه پس از جداسازی سفیده تخم مرغ،  صاره حاصل طی دو مرحله توسط نمک آمونیوم سیولفا   . یض یون انجام گردیدو کروماتوگرافی تعو

نتایج این مطالعه نشان داد که ، . سفارز تخلیص شد SPسپس لیزوزیم توسط کروماتوگرافی تعویض کاتیون در ستون . دهی گردید درصد رسوب 03و  03
و  (CD)مطالعا  ساختاری با استفاده از دورنگ نمایی دورانیی  . درصد تخلیص گردید 033تا  89و خلوص حدود  000 (U/mg)ت ویژهلیزوزیم با فعالی

در این مطالعه یک روش آزمایشگاهی ساده، سریع، کم . بود فلورسانس ذاتی موید تشابه ساختاری در سطح ساختار دوم و سوم پروتئین با نمونه استاندارد
  .سازی لیزوزیم بهینه گردیده است با کیفیت بالا جهت خالص هزینه و
 

 . آنالیز ساختار پروتئین، تخلیص پروتئین، کروماتوگرافی تعویض یون، لیزوزیم سفیده تخم مرغ :دییهای کلواژه

 

   مقدمه

ها بیدلیل تنیود در سیاختار و     یند جداسازی و تخلیص پروتئینآفر
ر بفیرد آنهیا پیچییده اسیت     فیزیکیی منصصی   -هیای شییمیایی   ویژگی

(Nawi, 2006 .)       رشد سیریع در زمینیه زیسیت فین آوری منجیر بیه
ها شده  های موثر و مناسب تخلیص پروتئین افزایش تقاضا برای روش

 . است
هییا و کاربردهییایش یکییی از مهمتییرین   لیییزوزیم بییدلیل ویژگییی

لییزوزیم بعنیوان میدلی    . شود مصسوب می وریافن ها در زیست پروتئین
ی تصقیییب بییر روی سییاختار و  ملکییرد پییروتئین کییاربرد دارد    بییرا
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 . ایران

نتییک  پژوهشگاه ملی مهندسی ژاستادیار قسمت زیست فناوری صنعت و مصیط، -2
 .تهران، ایران و زیست فناوری،

 .دانشیار دانشکده  لوم زیستی، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران-0
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(Swaminathan et al.,2011 .)های مهمیی بعنیوان    لیزوزیم ویژگی
افزودنی غذایی، بدلیل پاییداری گرمیایی در مصیدوده وسییعی از دمیا      

و فعالییت بهینیه   ( گراد و انجماد خشیک  درجه سانتی 033نزدیک به )
 Safarik et)دارد  pH( 0/0-4/6)با  در غذاهای اسیدیضد میکروبی 

al., 2007 .)       فعالیتهیای ضید میکربیی آن در برابیر طییف وسییعی از
 میکروکوکییوس، باسیییلوس اسییتیروترموفیلوس باکتریهییا از قبیییل  

و  لیسییتریا مونوسیییتوژنهاو  ک سییتریدیوم تیروبوتریکییومپییی،  پییی اس
صنعت  در. بیوتیک طبیعی است لیزوزیم در واقع یک آنتی. قارچها است

هیای شییمیایی    بعنوان افزودنی یا نگهدارنده طبیعی جایگزین افزودنی
گردیده است و در فرآوری مصصولا  غذایی و برای جلوگیری از رشد 
باکتری در مصصولا  گوشتی نظیر سوسییس، گوشیت گیاو و خیو      

 ک ستریدیوم تیروبوتریکیوم بکار می رود و نیز برای جلوگیری از رشد 
 ,.Safarik et al)شود  استفاده می( در پنیر سازی) در مصصولا  لبنی

2007, Jin et al., 2009 and Dembczynski et al., 2010). 
همچنین نشان داده شده است که لیزوزیم موجب تسریع در بیه  میل   
آمدن پنیر و از طرف دیگر با ث کنترل رشد باکتری اسید لاکتیک در 

لییزوزیم  (. You et al., 2010)شیود   هیای الکلیی میی    تولیید نوشیابه  

 نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران

 565-571. ، ص1931 دی -آذر، 5، شماره 11جلد 

 

Iranian Food Science and Technology 

Research Journal  

Vol. 11, No. 5, Dec - Jan 2015, p. 560-571 

 

 



 165     …تعویض یونی برای تخلیص پروتئین لیزوزیم استفاده از کروماتوگرافی

کننده به شیر بچه اضافه شود  تواند بعنوان افزودنی شیرین همچنین می
 7زیرا پروتئینیی بیا طعیم شییرین بیا مقیدار آسیتانه شییرینی حیدود          

 (.Masuda et al.,2005)میکرومولار است 
از کاربردهای دیگر لیزوزیم، استفاده از تجمعا  القیا شیده مینظم    

فیبریلهای پروتئینی اساسا بدلیل سینتز  . ه نانو استفیبریلی آن در حوز
آسان و تجدیدپذیر بودن و تجزیه پذیری زیستی، بعنوان رده جدییدی  

 ,.Morshedi et al)رونید    ملکردی، بکیار میی   -از نانو مواد زیستی

2013.) 
لیزوزیم که بعنوان مورامیداز و یا ان اسیتیل مورامییک هییدرولاز    

(EC:3.2.1.17) ته شیده اسیت، ییک آنیزیم گلیکوزییدازی      نیز شناخ
بیین ان اسیتیل   ( 0-4)لیزوزیم به هیدرولیز پیونید گلیکوزییدی   . است

مورامینیک اسید و ان استیل گلیکوز آمین در پلی ساکاریدهای دییواره  
سلول باکتری، سر ت می بخشد، فعالیت ضد میکروبی لیزوزیم بدلیل 

کیان، بیر باکتریهیای     دم وجود غشای خارجی اطراف لایه پپتید وگلی
 Safarik et)گرم مثبت نسبت به باکتریهای گرم منفی بیشیتر اسیت   

al., 2007 .) 
اسیید آمینیه، بیا وزن     028آنزیم لیزوزیم تک زنجیره، متشکل از 

ایزوالکترییک برابیر    pH، 2/8بهینه  pHکیلودالتون و  4/04مولکولی 
وی و ساختاری های کر این پروتئین جزئی از پروتئین. باشد می 00/00

دارای شیکاف  میقیی در ییک طیرف آن     . تقریبا به شکل بیضی دارد
. کنید  بنام های آلفا و بتا تقسیم میی  0است که مولکول را به دو دومین

سولفیدی است، که همراه با شیش ناحییه    لیزوزیم دارای چهار پل دی
 Mecitoflu et)شود  هلیکس، با ث پایداری دمایی بالای مولکول می

al., 2006.)  

از سیفیده   cهیای طبیعیی تنهیا آنیزیم نیود       از میان انواد لیزوزیم
شیود کیه دلییل آن     مرغ، بعنوان نگهدارنیده غیذایی اسیتفاده میی     تخم

تخلیص نسبتا آسان، سمیت پایین و تداخل کم در کیفیت غذاها است 
(Jin et al., 2009 .)    سیفیده   ،مهمتیرین و ارزانتیرین منبیع لییزوزیم

درصد وزن کل  0/0ه   وه بر دسترس بودن، تقریبا است ک مرغ تخم
 Cegielska-Radziejewska)پروتئینهای سفیده را تشکیل می دهد 

et al., 2008.) 
امروزه استفاده از لیزوزیم استقبال روزافزونی یافته است و تخمین 

هیای مختلیف    زده شده که هر ساله بیشتر از صد تن لیزوزیم در زمینه
(. You et al., 2010)وری اسیتفاده گیردد   افن زیست غذایی، دارویی و

هیای متعیددی بکیار     روش مرغ تخمبرای جداسازی لیزوزیم از سفیده 
برده شده که شامل کروماتوگرافی تعویض یون، کروماتوگرافی تمایلی، 

تصیفیه در حید   ) کروماتوگرافی اتصال رنگ، صافیهای خیلی حسیاس 
هیای   ، میسیل 0اتییلن گلیکیول  پلی  /، سیستم دو فازی آبی نمک2(بالا

                                                           
1 Domain 

2 Ultrafiltration 

3 PEG 

هیای گییاهی    دهی تمایلی فلزی یا جذب به باقیمانیده  معکوس، رسوب
هیایی در اسیتفاده هسیتند     هیا و مصیدودیت   هسیتند کیه دارای مزییت   

(Safarik et al., 2007, Cegielska-Radziejewska et al., 

2008 and Dembczynski et al., 2010 .)    بر ایین اسیاس در ایین
شد، روشی ساده و سریع با بازدهی و خلوص بالا بر پاییه   مطالعه سعی

کروماتوگرافی تعویض یون برای تخلیص این پروتئین طراحی و اجیرا  
 .گردد
 

 ها مواد و روش
 مواد 

، آمونییوم  4تازه تهیه شده از سوپر مارکت، تنظیف کتیانی  مرغ تخم
از شیرکت   (L 2879  057K7013) ، لییزوزیم اسیتاندارد  0سیولفا  
-Dialysis Tubing Cellulose, D 9652)، کیسیه دییالیز   سییگما 

100Ft, Cut Off 10000) رزین ،(SP Sepharose Fast Flow)  از
، نشانگر وزن مولکولی پروتئین (Amersham Biosciences)شرکت 

مواد مربوط به  ،(Broad Range Fermentase # 7720S)( فرمنتاز)
، معیرف  6سییل سیولفا   سیدیم دود -اکرییل آمیید   الکتروفورز ژل پلیی 

، 8، بیاکتری میکروکوکیوس روزئیوس   2039، کوماسی بلیو آر 7برادفورد
، و میابقی میواد شییمیایی     (Luria Bertani Medium)مصیط کشت

استفاده شده در این تصقیب از نود آزمایشگاهی بوده و از شرکت مر  
 .و سیگما تهیه گردید

 
 ها روش

با دقت بدون اینکه با هم  مرغ تخمابتدا سفیده از زرده  :استخراج
اسید  -تریس)سپس سفیده با بافر رقیب سازی  .مخلوط گردد جدا شد

 NaCl 033مییولار و  0/2، اوره pH 2/7مییولار بییا  30/3کلریییدریک 
های به ترتیب یک به یک و نیم رقیب و بیرای   ، به نسبت(میلی مولار

ییب و  به سیفیده رق . حذف ذرا  اضافه از تنظیف کتانی  بور داده شد
فنییل متییل   )فیلتر شده مقدار یک میکیرو لیتیر مهیار کننیده پروتئیاز      

میلی مولار برای حذف پروتئازهای احتمالی  033 ،(03سولفونیل فلوراید
دقیقه  23به مد   g  8033سپس مصلول حاصل با سر ت. اضافه شد

درجه سانتی گراد سانتریفوژ شد و مصلول روییی آن بیا آمونییوم     4در 
سیا ت توسیط همیزن     0رصید بیه آهسیتگی در مید      د 03سولفا  

مغناطیسی در اتاق سرد رسوب دهی و رسوب ایجاد شده با سیانتریفوژ  

                                                           
4 Cheezeclothe 

5 Ammonium sulfate 

6 SDS-PAGE 

7 Bradford Reagent 

8 Coomassie Brilliant Blue R250  
9 Micrococcous Roseous (MR) 

10 PMSF 
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گیراد از   درجیه سیانتی   4دقیقیه در   03بیه مید     g 09433با سر ت 
سپس مصلول رویی مجددا با آمونیوم سیولفا   . مصلول رویی جدا شد

ایجیاد شیده،   دهی شید و رسیوب    درصد همانند مرحله قبل رسوب 03
در ایین مرحلیه رسیوب کیه     . مثل مرحله قبل از مصلول رویی جدا شد

اسییید  -تیریس )حیاوی پیروتئین لییزوزیم بییود بیا بیافر حییل رسیوب       
، تقریبا به نسبت (مولار 0/2و اوره  pH 2/7مولار با  30/3کلریدریک 

یک به یک و نیم حل شد تا مصلول شفافی بدسیت آمید سیپس ایین     
گیراد   درجه سیانتی  4دقیقه در  23به مد   g 8033مصلول با سر ت 

سانتریفوژ و مایع رویی آن برای  بور از سیتون کرومیاتوگرافی تبیادل    
 .یون جدا شد

 
کروماتوگرافی تبادل یون کاتیونی در ستونی به ارتفیاد   :تخلیص

متر، کیه حیاوی رزیین از جینس      متر و قطر داخلی دو سانتی سانتی 23
رزین . یون سولفوپروپیل بود، انجام گرفت پی سفارز با گروه تبادل اس

قیرار داشیت کیه بعید از     % 23در اتانیل   0بصور  پیش خیس خیورده 
با حجم مصلول نمونیه  ( یا کمی بیشتر)برداشتن رزین در حجمی برابر 

، طی دو مرحله بیا  (گذاری بدست آمده از مرحله رسوب)حاوی پروتئین 
بعد رزین با . نتقل شدپنج برابر حجم آب مقطر شسته شد و به ستون م

میولار بیا    30/3اسید کلرییدریک   -تریس) Aبافر )بافر اتصال دهنده، 
2/7 pH  شسته شد تا ((مولار 2و اوره ،pH  رزین درون ستون باpH 

در مرحله بعد پیس از ورود  (. کالیبره شدن)بافر اتصال دهنده یکی شد 
در سا ت بیه  لیتر  میلی 433نمونه به ستون و ایجاد جریانی با سر ت 

ای،  کمک پمپ پریستالتیک، ستون با بافر جدا کننده که به صور  پله
 Aبه بافر  Bنسبت بافر )گردید  غلظت آمونیوم سولفا  در آن زیاد می

اسیید   -تیریس ) Bبیافر  )شسیته شید   ( از صفر به صد تا صد به صیفر 
 2/3مولار و آمونیوم سولفا   2، اوره pH 2/7مولار با  0/3کلریدریک 

میلیی لیتیری    03هیای   بطور جداگانه در حجیم  2و هر قسمت(( ولارم
سیدیم  -جمع آوری و از هر قسمت نمونه ای روی ژل پلی آکریل آمید

 .دو دسیل سولفا  برده شد
که با بررسی الکتروفورز و )قسمت حاوی پروتئین لیزوزیم  :دیالیز

از مرحلیه سیتون تبیادل ییون، در     ( کنترل با مارکر وزنی مشخص شد
کربنیا    سا ت در مقابیل بیافر بیی    06یسه دیالیز ریخته و به مد  ک

میلی لیتر با سه بار تعویض بافر  2333مولار به حجم  میلی 03آمونیوم 
، برای جدا شیدن نمیک از پیروتئین،    (گراد درجه سانتی 4)در سردخانه 
 .دیالیز گردید
 مصلول کیسه دییالیز توسیط از  میایع    :سازی انجمادی خشک
 ،سیازی انجمیادی   سپس با قرارگرفتن در دسیتگاه خشیک   .منجمد شد

های بعیدی در   پودر لیزوزیم برای انجام آزمایش. خشک و پودر گردید

                                                           
1 Preswollen 

2 Fraction  

 .گراد نگهداری شد درجه سانتی -23
 

 های پروتئین شناسایی شاخصه
غلظت پروتئین تخلیص شده بیر طبیب    :تعیین غلظت پروتئین

زوزیم خریداری شده از شرکت روش برادفورد و با استفاده از پروتئین لی
سیگما بعنوان پروتئین استاندارد برای بدست آوردن منصنی اسیتاندارد،  

غلظتهایی از پروتئین تخلیص شده را با معیرف برادفیورد   . سنجیده شد
نیانومتر قرائیت شید و بیا      080واکنش داده و جذب آنها در طول موج 

لظت پروتئین با سه توجه به معادله بدست آمده از منصنی استاندارد، غ
 .بار تکرار تعیین شد

 
سنجش فعالیت لییزوزیم   :گیری فعالیت آنزیمی لیزوزیم اندازه

 Shugar (Shugar, 1952 andبییا روش پیشیینهاد شییده توسییط  

Sigma-Aldrich, 2011 )   گییری   با کمی تغیییرا ، از طرییب انیدازه
 میکروکوکیوس روزئیوس  براساس لیزشدن بیاکتری   0کاهش شفافیت

یک واحید آنزیمیی برابیر بیا کیاهش      . آنزیم لیزوزیم، انجام شد توسط
 pHنیانومتر در   403در دقیقیه در جیذب    330/3شفافیتی بیه انیدازه   

ابتدا آنزیم تخلیص شده . درجه سانتیگراد است 20و دمای  7معادل با 
لیتر در آب مقطر دوبار تقطیر سیرد حیل    گرم در میلی میلی 0به میزان 

جش سیرد نگیه داشیته شید و ب فاصیله قبیل از       کرده و تا زمان سین 
لیتیر بیا آب دو بیار     واحد آنزیمی بر میلیی 003-033سنجش تا غلظت 

در مرحلیییه بعییید پیییس از تنظییییم دسیییتگاه . تقطییییر رقییییب شییید
 PG Instruments T80+ Double Beam)اسییپکتروفتومتر

UV/Vis spectrophotometer (Leicestershire, England)  در
گراد، از سوسپانسییون   درجه سانتی 20انومتر و دمای ن 403طول موج 

لیتیر از   میلیی  8/2باکتری آماده شده، بعنوان نمونه شاهد استفاده و به 
لیتر آنیزیم لییزوزیم رقییب     میلی 0/3سوسپانسیون باکتری آماده مقدار 

نیانومتر در   403شده اضافه شد سپس تغییرا  جذب آن در طول موج 
 .زیم طبب فرمول زیر مصاسبه شددقیقه ثبت و فعالیت آن

(0)             Units/mg =  
طییف نشیر    :(Intrinsic fluorescence)فلورسانس ذاتیی  

بیا   4فلورسانس ذاتی با ابزار اسیپکتروفلورومتر کیری اکلییپس وارییان    
. کوو  با طول مسیر نور یک سانتی متر، در دمیای اتیاق انجیام شید    

ورسیانس ذاتیی از پیروتئین لییزوزیم تیازه      برای اندازه گییری نشیر فل  
میلی گرم بیر   30/3تخلیص شده و استاندارد بعنوان کنترل، به غلظت 

، برداشیته و  2/7معیادل بیا    pHمیلی لیتر در بافر تریس یک مولار با 
تا  003، طول موج نشر 293نشر فلورسنس آن در طول موج تصریکی 

نیانومتر بیا سیه بیار      0ر نانومتر، پهنای اسلیت برانگیختگی و نش 083
                                                           
3Turbidity  
4 Cary Eclipse VARIAN  
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 .تکرار اندازه گیری شد
 Circular) طیییس سیینجی دو رنییی نمییایی دورانییی   

Dichroism (CD)):  طیف دورنگ نمایی دورانی پروتئین با استفاده
برای اندازه گیری . بدست آمد AVIV215از دستگاه اسپکتروپ ریمتر 

ظیت  ، از غل(نیانومتر  083-263)در مصدوده فیرابنفش دور   CDطیف 
ییا ریروف    2کیوو  ) 0گرم بر میلی لیتیر پیروتئین و سیلول    میلی 0/3

متیر   سانتی 0/3با ضخامت ( مخصوص حاوی نمونه برای اندازه گیری
 CDمصاسیبه درصید سیاختارهای دوم براسیاس طییف      . استفاده شید 

انجیام   2.0.3.220نسخه  CDNNفرابنفش دور با استفاده از نرم افزار 
 .شد

های آمیاری بیا اسیتفاده از نیرم      بررسی :اه تجزیه و تحلیل داده
و ( Student T test)طرفیه   یکبه روش آنالیز واریانس  SPSSافزار 

و دانکین صیور  پیذیرفت و مقیدار      LSDمقایسه میانگین بیه روش  
PValue   شد یدار تلق یبه  نوان اخت ف معن 30/3کمتر از. 
 

 نتایج و بحث

 صاره خام آنها گیران و   پروتئین از 0یند جداسازی جزء به جزءآفر
وری بیه  افنی  رشد سریع در زمینه زیست(. Nawi, 2006)بر است  زمان

های کاراتر تخلیص پروتئین منتهیی شیده   یند آفرافزایش تقاضا برای 
، صینعت غیذایی،    وریافنی  زیستبا توجه به اهمیت لیزوزیم در . است

سیاز   هخالص سازی این پیروتئین زمینی   دارویی و غیره، تسهیل تولید و
شیود و نییز پیشیرفت فین      می وریافن زیستتسریع در مطالعا   لوم 
های  تواند تا حد بالایی منجر به کاهش هزینه آوری تولید انبوه آن می

های فراوان روش  بر اساس مزیت. توسعه صنایع غذایی و دارویی گردد
های موجود، در ایین مطالعیه    کروماتوگرافی تبادل یون نسبت به روش

گذاری و کروماتوگرافی تبادل کیاتیون، روشیی    ب روش رسوببا ترکی
 .ساده برای بهینه سازی تخلیص لیزوزیم طراحی گردید

 
 گذاری پروتئین رسوب
زنیی   نمونه صاف گردیده در این مرحله با آمونیوم سولفا  نمیک  
شیود در مرحلیه    همانطور که در شکل یک دیده میی (. 0شکل ) گردید

هیای بیا وزن    پیروتئین  درصید بسییاری از   03اول با آمونیوم سولفا  
در مرحلیه بعید پیس از     (.0 نوارشیماره )مولکولی بالا رسیوب نمودنید   

درصید در مصلیول    03جداسازی رسوب با سانتریفوژ، میزان نمک تیا  
در  یمختلییف موجییود در مصلییول آبیی هییای ینپییروتئ. اضییافه گردییید

جیدا   یابیر  ییده پد ینکنند و از ا یمتفاو  رسوب م ینمک یها غلظت
 ینکیه متیداولتر   از آنجیا (. Voet, 1995)شیود   یکردن آنها استفاده م

                                                           
1 Cell 

2 Cuvette 

3 Fractionation   

از نمیک   ییبا غلظت بیالا  یگذار رسوب ین،پروتئ یگذار رسوب یندآفر
ارزان  یلسولفا  بدلا یوممطالعه از نمک آمون یناست در ا( یزن نمک)

و ( مولار 6/0حدود )بالا  یریپذ حل ی،و در دسترس بودن از نظر تجار
مولار سه برابیر   0سولفا   یومآمون یونیقدر  )آن  یبالا یونیر  قد

کمتیر حیل    یییر تغ ینو همچن( مولار است 0 یمسد یدکلر یونیقدر  
مصلیول   راکمکمتر بودن تی  یلسولفا  با حرار ، و بدل یومآمون یریپذ
 ینحل شده در آن، که با ث رسوب پیروتئ  ینآن نسبت به پروتئ یظغل

 یریپییذ آن شییده و برگشییت  یظصلییول غلیی از م یفوژتوسییط سییانتر 
( Proteins and Enzymes, 2004)آن، اسیتفاده شید    یگیذار  رسوب
نمونه نهایی این مرحله برای  بور از ستون انتخاب گردیید کیه    9نوار 
 .های دیگر آن افزایش یافته است لیزوزیم نسبت به پروتئین میزان
 

 کروماتوگرافی تبادل یون
بر اساس میانکنش الکتروستاتیک  مل  کروماتوگرافی تبادل یون 

 pHینیید جداسییازی پییروتئین توسییط آن بییه    آکییرده و تئییوری فر 
دلییییل اسیییتفاده از روش . ایزوالکترییییک پیییروتئین وابسیییته اسیییت

کروماتوگرافی تبادل یون در ایین مطالعیه، خلیوص بهتیر، اسیتفاده از      
و تجزیه نشدن پروتئین و پیذیرش آنهیا    pHبافرهای مختلف با دامنه 

های  برای صنایع دارویی بود و نیز این روش قابلیت جداسازی پروتئین
ص را لهای ناخیا  های غیر مشابه نسبت به پروتئین هدف دارای ویژگی

همچنین در این روش از رزین (. Bayramoglu et al., 2007)داشت 
پی سفارز بدلیل دارابودن بازده بالا برای تخلیص پروتئین، استفاده  اس
 (.Sakakibara et al., 2007)شد 

سازی پروتئین لیزوزیم ، نمونه بر روی  جهت بررسی میزان خالص
SDS-PAGE  حرکیت نمونیه پروتئینیی بیا نشیانگرهای       و برده شید

 Error! Reference source not. اسییتاندارد مقایسییه گردییید

found.  نتایج ژلSDS-PAGE   نمونه خالص شده در ستون تبیادل
  7و  6دهید نیوار    باشد که نشان میی  پی سفارز می با رزین اسکاتیون 

از پیروتئین  ( کیلیو دالتیونی   04تک بندی در ناحیه )دارای بند خالصی 
 Alpha Easeها در برنامیه نیرم افیزار     نتایج اسکن ژل. لیزوزیم است

FC  که در 
ت که از مقدار کامل یک ز آن اسنشان داده شده حاکی ا 0 جدول
درصد لیزوزیم بیود   2/20مرغ رقیب و فیلتر شده که حاوی  سفیده تخم

و گرادییان   4A+6Bآوری شده از شستشو با گرادییان   در قسمت جمع
3A+7B     پروتئین لیزوزیم با خلوص بیه ترتییب در ایین دو فراکشین ،
ه با این نتایج نشان داد ک. درصد بدست آمد 9/86درصد و  033حدود 

 033تیا   89حیدود  )روش تخلیص، خلیوص پیروتئین در حید بیالایی     
 Alpha Ease FCباشد که اسکن ژل در برنامه نیرم افیزار    می( درصد

سازی و  یند بهینهآمناسب بودن روش آزمایشگاهی انجام شده برای فر
 . ید کردئجداسازی جزء به جزء لیزوزیم از سفیده تخم مرغ را تا
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 پروتئین لیزوزیم های ویژه شاخصه
پیس از تعییین    (:روش برادفورد)تعیین غلظت پروتئین لیزوزیم 

، غلظت پروتئین طبب معادله اتخاذ شیده از  (0شکل )منصنی استاندارد
یید کیرد کیه    ئتا 2جیدول  نتایج . منصنی استاندارد برادفورد، تعیین شد

غلظت پروتئین لیزوزیم تخلییص شیده نسیبت بیه پیروتئین لییزوزیم       

 .درصد می باشد 80استاندارد حدود 
 :معادله تعیین غلظت برابر با فرمول زیر بدست آمد

y=0.004x-0.021  (2                )                                      
R² = 0.989 

 

 
رسوب  -3محلول رویی سانتریفوژ اولیه،   -2مرغ رقیق و فیلتر شده،  سفیده تخم  -  .گذاری شده با آمونیوم سولفات نمونه رسوب  - شکل 

رسوب  -7، %53محلول رویی آمونیوم سولفات   -6، %33رسوب آمونیوم سولفات  -5، %33محلول رویی آمونیوم سولفات  -4سانتریفوژ اولیه، 

نشانگر های   -3 رسوب سانتریفوژ قبل از ستون،  -9، (نمونه عبوری از ستون)محلول رویی سانتریفوژ قبل از ستون  -8، %53آمونیوم سولفات 

 .کیلو دالتون است 4 وزن مولکولی که بند مجاور بند انتهایی حدود 

 

 
محلول رویی  -2سفیده تخم مرغ رقیق وفیلتر شده،  - . (SP Sepharose)ی سفارز نمونه خالص شده با رزین اس پ SDS-PAGE -2شکل 

گرادیان  -A ،5بافر  -4، (نمونه رد شده از ستون)عبوری از ستون ( فراکشن)اولین قسمت  -3، (نمونه عبوری از ستون) سانتریفوژ قبل از ستون 

9A+1B ،6-  4گرادیانA+6B ،7- 3 گرادیانA+7B،  8-  است دالتون کیلو 4  حدود انتهایی بند مجاور بند که مولکولی وزن اینشانگره. 
 

 رافی تعویض کاتیونگدهی و کروماتو مقدار درصد لیزوزیم موجود در هر نمونه از مراحل مختلس رسوب - جدول 

 ها درصد لیزوزیم به کل پروتئیننمونه

 2/20سفیده تخم مرغ رقیب و فیلتر شده

 2/00درصد 03سولفا  آمونیوم رسوب 

 9/09درصد 03سولفا  آمونیوم  رسوب

 7/44 رسوب گذاریسانتریفوژ آخرین مایع رویی 

 4A+6B033گرادیان فراکشن 

 3A+7B9/86گرادیان فراکشن 
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 منحنی استاندارد برادفورد برای پروتئین لیزوزیم استاندارد: 3شکل 

 
 .  استاندارد برادفورد یبدست آمده از منحن یشده   یصتخل یزوزیمل ینغلظت پروتئ یتکرارها یانگینم: 2جدول 

 (g/µlµ)میانگین تکرارهای غلظت  میانگین جذب (g/µlµ) غلظت پروتئین

 تخلیصی
03 068/3 ±  336/3  62/47 

033 032/3 ±  332/3  97/93 

 استاندارد
03 042/3 ±  330/3  03 

033 067/3 ±  332/3  033 

 
 453در طول موج ( تخلیص شده و استاندارد)میانگین جذب سوسپانسیون باکتری لیز شده در حضور لیزوزیم : سنجش فعالیت آنزیمی  -3 جدول

 .نانومتر در زمانهای مختلس

پروتئین
نانومتر 453میانگین سه تکرار جذب 

A 450 / minΔUnit/mg
ثانیه ششم 33ثانیه پنجم 33ثانیه چهارم 33ثانیه سوم 33ثانیه دوم 33ثانیه اول 33

± 330/3لیزوزیم استاندارد  3330/3334/3 ±  3330/3336/3 ±  3330/3339/3 ±  3332/3303/3 ±  3300/3300/3 ±  3304/333226/3266

± 330/3لیزوزیم تخلیصی  3330/3330/3 ±  3332/3337/3 ±  3334/3339/3 ±  3330/3338/3 ±  3332/3300/3 ±  3320/333000/3000

 
 تعیین فعالیت پروتئین لیزوزیم

نتایج میانگین جذب سوسپانسیون بیاکتری لییز شیده در حضیور      
هیای مختلیف و تغیییرا      نانومتر در زمیان  403لیزوزیم در طول موج 

اسیتاندارد ثبیت   نانومتر بر دقیقه لیزوزیم تخلییص شیده و    403جذب 
حاکی از آن بود که فعالیت آنزیم لیزوزیم تخلیص شده  جدولر شده د

واحد بر میلی گیرم   000طبب فرمول ذکر شده در بخش روش برابر با 
آنیزیم لییزوزیم بیر روی     بنیابراین فعالییت هییدرولیزی   . پروتئین بیود 

ناسب بیودن روش تخلییص را تقوییت    آن نیز م سوبسترای باکتریایی
 .کرد
 

 فلورسانس ذاتی لیزوزیم
هییا در پییروتئین معمییولا یکییی از    تعیییین وضییعیت تریپتوفییان  

باشد زیرا  های مهم در برآورد تاخوردگی صصیح پروتئین ها می شاخصه
تیرین باقیمانیده    تیرین و درونیی   بها معمولا بعنوان هیدروفو تریپتوفان
باشد  تریپتوفان می 0با توجه به اینکه لیزویم دارای . شوند می بمصسو

(PDB:2vb1)     که موقعیت خاصی در بخش مرکیزی پیروتئین دارنید
توانید در وضیعیت نشیری     تاخوردگی نادرست یا بازشدگی پروتئین می

. وفیور طبیعیی پیروتئین اثیر مشخصیی بگیذارد       فلورسانس این فلیور 
ن زمانی که مصیط اطراف مهمترین تغییر در طیف فلورسانس تریپتوفا

آن از مصیط غیر آبی به آبی تغییر نماید با انتقال حداکثر نشر به سمت 
این شاخصه بسیار مهمتیر از تغیییرا    . های بلندتر خواهد بود موج طول

تواند شد   باشد زیرا تغییر بسیار اند  درغلظت پروتئینی می شد  می
 بیا (. اقیمانده تریپتوفانب 0با حضور )  فلورسانس را به شد  تغییر دهد

بررسی طیف نشر ذاتی پیروتئین لییزوزیم اسیتاندارد و تخلییص شیده      
، مشخص گردید که نشر ذاتی این دو پروتئین تفاو  بارزی ( 4شکل )
نداشیتند بنیابراین بیه نظیر     ( شیفت حدکثر نشر به طول میوج بلنیدتر  )

تخلیصییی دارای سییاختار مناسییب و قرارگیییری   رسیید پییروتئین مییی
 . های تریپتوفان همانند لیزوزیم استاندارد بوده است باقیمانده
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 35/3به غلظت ، (□)و لیزوزیم تخلیص شده ( ♦)طیس نشری فلورسانس ذاتی لیزوزیم استاندارد : طیس نشری فلورسانس ذاتی لیزوزیم -4شکل 

 3 3نانومتر و طول موج نشر  283و در دمای محیط، در طول موج بر انگیختگی  2/7برابر با  pHبر میلی لیتر در بافر تریس یک مولار با  میلی گرم

  نانومتر 342نشر حداکثری در هر دونمونه در طول موج. نانومتر 393تا 

 

 نمایی دورانی دور و نزدیک لیزوزیم طیس دورنی
اختارهای دوم در لیزویییزم بییرای مشییخص شییدن وضییعیت سیی  

 ییدورنیگ نمیا   یفطاستخراج شده و مقایسه آن با نمونه استاندارد از 
معمیولا از  . (0شیکل  )اسیتفاده گردیید    دور میاوراءبنفش  یهناح یدوران
 یفیک یدور ماوراءبنفش جهت بررس یهناح یدوران ییدورنگ نما یفط

پیروتئین لییزوزیم   .یگیردد اسیتفاده م  ینپروتئ ومد یساختار ها یو کم
 239نشان داد که دارای پیک منفی در ناحییه   شکل تخلیص شده در 

 نانومتر بود که نشانه غالب  223نانومتر و پیکی کوچکتر در ناحیه 

با استفاده از برنامه . بودن ساختارهای هلیکسی در این پروتئین بود

CDNN از میزان ساختارهای دومی در پروتئین لیزوزیم ، برآوردی

درصد . بدست آمداستاندارد بعنوان کنترل و لیزوزیم تخلیص شده 

 این ساختارها در 

ذکر شده، که تفاو  اندکی در مقدار ساختارهای مارپیچ آلفاو  4جدول 
ن شیاهد بیودیم و کیاهش مقیدار     بتا و پیچه نامنظم در این دو پروتئی

 .مارپیج با افزایش ساختار پیچه نامنظم و پیچه بتا جبران شده بود
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، واحد (♦)و لیزوزیم استاندارد ( □)نمایی دورانی دور لیزوزیم تخلیص شده طیس دو رنی: طیس دو رنی نمایی دورانی دور لیزوزیم -5شکل 
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  degree.cm2.dmol-1 واری بیضیواحد ( ♦)استانداردو (  □) تخلیص شدهمربوط به نمونه  یزوزیمل  یکنزد ییدورنی نما یجذب یسط -6شکل   

 
میزان درصد ساختارهای دوم پروتئین لیزوزیم تخلیص  -4جدول 

 ان کنترلشده و لیزوزیم استاندارد بعنو

 تخلیص شده کنترل درصد ساختار دوم
%8/00 مارپیچ  2/00% 

 %8/04 %7/00 ناموازی

 %0/04 %9/04 موازی

 %0/09 %2/07 پیچ بتا

 %20/40 %0/08 پیچه نامنظم

 %033 %033  مجمود

 
نتایج مطالعه طیف دورنگ نمایی نزدیک نتایجی مشابه مطالعیا   

این طیف نیز اط  اتی در مورد  ( .6شکل ) فلورسانس ذابی نشان داد
طبیعی بودن تاخوردگی پروتئین در مقایسه با پروتئین استاندارد نشیان  

از آنجا که توسیعه  . باشد دهد که وضعیت پیک مشابه استاندارد می می
روشی موثر، ساده و ارزان بیرای تخلییص لییزوزیم میورد نییاز اسیت       

سازی و تخلییص  های جدا تاکنون تصقیقا  گسترده ای بر روی روش
سازی روش تخلیص آن انجام گرفتیه   مرغ و بهینه لیزوزیم سفیده تخم

بیییا روش Sigma (2332 )و Greek (0873 )اسیییت بطیییوری کیییه 
کریستاله کردن، اقدام به جداسازی لیزوزیم کردند، ایین روش هماننید   

دهی با نمک و سانتریفوژ کیردن دارای نقیایص انتخیاب     روش رسوب
کیه با یث    بیود میرغ   و رقیب سازی سفیده تخم ضعیف، تکرار مراحل

افزایش هزینه، زمان و مصدود شدن روش بیه کارهیای آزمایشیگاهی    
، لیزوزیم را با روش Rodriguez (0873)و  Fernandez-Souza. شد

کروماتوگرافی صافی ژلی جدا کردند کیه بیا وجیود تفکییک مناسیب      
توای کم لیزوزیم در لیزوزیم، مقادیر زیادی از ماده خام اولیه بدلیل مص

 ,.Islam et al)سفیده، مورد نیاز بود بنیابراین روش اقتصیادی نبیود    

2006 and Mayani et al., 2010) .  همچنیینWeaver (0877 ) و
Muzzarelli (0879 )   با همکارانشان از روش کرومیاتوگرافی تمیایلی

موثر برای تهیه لیزوزیم بکار بردند، اما  لیرغم انتخاب بالا، جداسازی 
پروتئین،  دم تغییر ماهییت پیروتئین و پاییداری لیگانید، روش بیرای      
صنعتی شدن بدلیل سمیت، ررفیت جذب پیایین و هزینیه بیر بیودن     

 (.Cegielska-Radziejewska et al., 2008)مناسب نبود 
( 2333)و همکییارانش  Changتوسیط   0از روش تخلییص جزئییی 

ر لیزوزیمیی را در حضیور   های غی دهی پروتئین استفاده شد آنها رسوب
ها، توسط حرار  القا کردند و موفب به استصصال لیزوزیم با  احیا کننده

، (2330)و همکیارانش   Jiang Wangدرصد شیدند سیپس    79بازده 
های غییر لیزوزیمیی بکیار بردنید و      پروتئیندهی  رسوباتانل را برای 

نش و همکیارا  Shinدرصد حاصل شد همچنین  08لیزوزیمی با بازده 
، با سورفکتانت آنیونی موفب به رسوبدهی انتخابی لیزوزیم بیا  (2330)

درصد شیدند کیه بیا وجیود قیدر  مکیانیکی بیالا،         80بازده بیشتر از 

                                                           
1 Partial Purification 
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پایداری زیاد در برابر دما، اکسیدشدن و تجزیه هیدرولیکی برای تولیید  
 Mecitoflu et al., 2006 and)در مقیییاس زیییاد مناسییب نبییود 

Gemili et al., 2007 .)   ،مصققیین دیگیرRatajczac   و همکیارانش
گلیکول و نمک  اتیلن ، استفاده از پلیChiang (2336)و  Suو ( 2334)

های دوفازی مایع را روشی مناسب برای تخلییص لییزوزیم    در سیستم
 نوان کردند با ایین روش لییزوزیم بیه طیور جزئیی تخلییص شید و        

واحید بیر    0933-4033ه برابر تخلیص و فعالیت وییژ  23لیزوزیمی با 
گرم پروتئین بدست آمد که در این روش لیزوزیم بایید مجیددا از    میلی
شد و چون اجرای مراحل اضافی هزینه بر  جدا میگلیکول  اتیلن پلیفاز 
های دارویی اقتصادی بیود و   بنابراین این روش فقط برای پروتئینبود 

ن بیود مقیرون بیه    های صنعتی و لیزوزیم که پروتئینی ارزا برای آنزیم
و  Dembczynskiدر اینصییور  ( Su et al., 2006)صییرفه نبییود 
هیای دوفیازی میایع بیا بکیارگیری       ، روش سیستم(2303)همکارانش 

، و (اکسیید  پیروپیلن /اکسیید  اتیلن کوپلیمر)پلیمرهای جداکننده حرارتی، 
درصد و فعالیت ویژه  73فسفا  را پیشنهاد کردند و لیزوزیمی با بازده 

گرم پروتئین بدست آمد اگر چه مییزان تفکییک    واحد بر میلی 08033
کمتر از روش کروماتوگرافی و میزان خلوص آن در حد روش تمیایلی  
بود و نیاز به اجرای چند مرحله فیلتر شدن داشت ولی مصتوای بیالای  

هیای زیسیتی بیود     آب، با ث سازگاری زیستی و  دم تجزیه مولکیول 
بالا، سریع و نسبتا ساده بودن روش، همچنین خلوص و ررفیت جذب 

بازیافت بعضی از مواد مصرفی، کاهش مصرف انرژی و مواد شیمیایی 
و در دسترس بودن مواد، با ث ارزان و قابل صنعتی شیدن روش بیود   

(Dembczynski et al., 2010a,b .) مصققییییینMayani ، 
Ghosh  ای  نیوان کردنید کیه طیی      در مقالیه ( 2303)و همکارانشان

تیوان موفیب بیه     ای میی  ش فیلتر شدن در حد بیالای چنید مرحلیه   رو
آنها با ییک مرحلیه فیلتیر شیدن،     . تخلیص لیزوزیم با خلوص بالا شد

درصد لیزوزیم را از صافی  بور داده و به خلوص بیشتر از  93بیشتر از 
درصید و   86درصد دست یافتند، با سه مرحله فیلتر شدن، خلوص  84

ای، لیزوزیمیی بیا درجیه     لتر شدن چهار مرحلیه درصد و با فی 70بازده 
واحید بیر    64333درصد و فعالییت وییژه    70درصد، بازده  87خلوص 
این روش بدلیل خلوص زیاد، خروجیی  . گرم پروتئین تهیه نمودند میلی

بالای مصصول، بازیافت بافرها، اقتصیادی بیودن و تولیید در مقییاس     
کامیل مکانیسیم روش،   انبوه مزیت داشت اما از آن بدلیل  یدم در   

 ,.Mayani et al)نمی توان در صنعت زیست فن آوری استفاده نمود 

هیای ذکیر    های روش بنابراین با توجه به نقایص و مصدودیت(. 2010
دهیی   های متنو ی برای جداسازی لیزوزیم مبتنی بر رسوب شده روش

ها و کروماتوگرافی تعویض یون بکیار گرفتیه شیده     با استفاده از نمک
هیای   ست که از روش کرومیاتوگرافی تعیویض ییون، بیدلیل مزییت     ا

انتخاب، تفکیک و ررفیت بالا، اجیرای سیریع و سیاده، تنیود رزیین،      
استفاده مکرر از رزین،  دم تغییر ماهیت پروتئین، سیازگاری زیسیتی،   

درصیید فراینییدهای  63-73تولییید در مقیییاس زیییاد و ارزان بییودن در 

 Dziennik et al., 2005 and)است تخلیص پروتئین  استفاده شده 

El-Sayed, 2010 .) از این جهتRoy   روش (2330)و همکیارانش ،
هیای   کروماتوگرافی تعویض کاتیون پشت سرهم، با اسیتفاده از مهیره  
میرغ   سلولزی متصل به رنگ را برای تخلیص لیزوزیم از سفیده تخیم 

دند درصید شی   77بکار بردند و موفب بیه تخلییص لییزوزیم بیا بیازده      
(Islam et al., 2006 ) همچنینSafarik   بیا  (2337)و همکیارانش ،

بیردن   معرفی روش کروماتوگرافی تعویض کاتیون مغناطیسی، با بکیار 
ای به لیزوزیمیی   مهره های مغناطیسی، طی روشی ساده و یک مرحله

ای مشابه لیزوزیم تجاری دست  و فعالیت ویژه% 86با خلوص بیشتر از 
سازی سفیده و قابل استفاده بودن سفیده  رغم  دم رقیباما  لی. یافتند

فاقیید لیییزوزیم در مصییارف روتییین آن، مصییدودیت روش کییاربرد     
و  Bayramoglu(. Safarik et al., 2007)آزمایشییگاهی آن بییود 

هیای   همکارانش  روش کروماتوگرافی تعویض یون، با استفاده از مهره
و لیزوزیمی با درجیه خلیوص    سلولزی پیوند شده با پلیمر را بکار بردند

 ,.Bayramoglu et al)درصید بدسیت آوردنید     97درصد و بازده  84

2007.) 
نابر مطالعا  ساختاری با استفاده از دورنگ نمایی در این مطالعه ب

و فلورسانس ذاتی که موید طبیعی بودن کنفورماسییون   (CD)دورانی 
یژگیی فعالییت   و نیز حفیظ و  در سطح ساختار دوم و سوم پروتئین بود

توسعه روشی آسان و ساده برای تخلیص لییزوزیم   آنزیم تخلیص شده
مرغ با آمونیوم سولفا  و ستون کروماتوگرافی تبادل ییون   سفیده تخم
هییای موجییود، بییا ترکیییب روش   در مقایسییه بییا روش. مصقییب شیید

گذاری و کروماتوگرافی تبادل کاتیون، یک روش آزمایشیگاهی   رسوب
یفیت بالا برای فرایند بهینه سازی و جداسازی جیزء  ساده و سریع با ک

 .به جزء لیزوزیم توسعه داده شد
 

 گیری نتیجه
دهی با آمونییوم   سیستم تخلیص پروتئین مذکور که بر پایه رسوب
پی سفارز و روش  سولفا  و کروماتوگرافی تعویض کاتیون با رزین اس

بیرای   درصید را نشیان داد کیه    89مشروح انجام شد، خلوص بیالای  
پروتئین لیزوزیم با وزن پایین بسیار چشمگیر و ایده آل است همچنین 

نیز حفظ ( گرم پروتئین واحد بر میلی 000)ویژگی فعالیت این پروتئین 
شده که با توجه به کاربرد لیزوزیم در صنایع غذایی و دارویی اهمییت  

دلیییل ارزان و در  هروش تخلیییص انجییام شییده بیی. ای دارد العییاده فییوق
سییترس بییودن آمونیییوم سییولفا  و اسییتفاده مصییدود از دیگییر مییواد د

شیمیایی، با ث کم هزینه ساختن این روش جداسازی شد و همچنین 
ررفیت و خلوص بالای پروتئین لیزوزیم بدست آمده از  صاره سفیده 
تخم مرغ، مزیت و تاییدی بر مناسیب بیودن ایین روش جداسیازی و     

مراحل روش، سیریع بیودن آن،   همچنین کم بودن . تخلیص می باشد
تکرارپذیری و قابلیت انجام در مقیاس کم و زیاد از نکا  مثبیت ایین   

 .روش مصسوب می شود
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Introduction: Hen egg white lysozyme (HEWL) is one of the proteins that has become increasingly 

important in many industrial aspects, including food and drug industries as well as high-technologies such as 
nanotechnology due to its specific properties. Its high thermal stability makes it a good natural food additive and 
sweetener. It has the antimicrobial activity against a wide variety of microorganisms such as Bacillus 
stearothermophilus, Micrococcus spp, Clostridium botulinum,Listeria monocytogenes as well as fungi. This 
activity remains inover a broad pH and ionic strength ranges. Thanks to its numerous advantages, it has been 
commonly used as an alternative to chemical antimicrobial agents in food industry such as sausage and dairy 
industries. HEWL has also high tendency to convert to protaneous well-ordered nanofibrils that is employed in 
nanotechnology. Furthermore, based on its well-known biochemical and biophysical features, HEWL is widely 
used as a model protein in the studies associated to the structure and function of proteins. Given theimportance 
increasing of lysozyme, development of an effective and simple as well as inexpensive method to purify this 
protein is required.  

Material and methods: All salts and organic solvents were obtained from Merck (Darmstadt, 
Germany).Fresh eggs were purchased from a local market. After separating the white part from the yolk of eggs, 
it was diluted and filtered through linen. The filtered solution was then precipitated with 30 and 50% ammonium 
sulfate. The pellet of 50% ammonium sulfate dissolved in tris buffer (pH:7 with 2.5 M of urea) and was dialyzed 
for 15 hours.Thereafter, the sample was loaded on the cation exchange chromatography on a column of SP 
Sepharose Fast Flow. The washing buffers include buffer A (tris 30mM, pH:7 with urea 2M) and buffer B (tris 
30 mM pH:7,ammonium sulfate 0.7 M and urea 2M) which were gradiently exchanged. The structural characters 
of the purified protein were analyzed by Far-UV CD (AVIV 215 spectropolarimeter, USA) and intrinsic 
fluorescence (usingVarian Cary Eclipse fluorescence spectrophotometer, Mulgrave, Australia) methods. To 
estimate the percentage of secondary structure in proteins the CD data was deconvoluted by CDNN software. In 
the next step, the enzymatic activity of the purified protein was tested based on Shugar’s method with some 
modifications and by using different strain.In this regard, the turbidity of cultured Micrococcus lysodeikticus was 
measured at 450 nm by T80+ Double Beam UV/Vis spectrophotometer (Leicestershire, England) after threating 
the cultures with purified protein and the enzymatic activity compared with the activity of an equal concentration 
of standard HEWL obtained from Sigma-Aldrich (USA).Bradford assay was carried out to determine the 
concentration of proteins 

Results& Discussion: The subject of this study was to develop an effective, simple and inexpensive method 
topurify HEWL which has been able to scale up practically. In the first step, the filtered diluted white part of egg 
was precipitated withdifferent concentrations of ammonium sulfate. SDS-PAGE analysis indicated that the final 
pellet achievedby precipitation with 50% of ammonium sulfate had less impurity of the high molecular weight 
proteins. Salting out is an inexpensive and non-invasive purification method which can be used easily. Different 
proteins based on their specific chemical and physical properties precipitate at different concentrations of the 
salt. Ammonium sulfate is a common salt widelyusing for this purpose because of its inexpensive cost and high 
strength for salting out of different proteins. After ammonium sulfate precipitation step, the pellet was dissolved 
and consequently dialyzed in the presence of 2.5 M urea for 15 hours. After centrifugation, the sample solution 
was loaded on a cation exchange column chromatography. PI of HEWL is 11.35and the employ of a kind of 
cation exchange resin is appropriateto use for chromatography.After that, the column was washed with different 
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proportions of buffers A and B. Each washed fraction of chromatography was collected and then analyzed with 
SDS-PAGE. The high purified protein (with more than 98% purity) was obtained in the fraction after washing 
with a solution of 4A+6B. Special activity of the final product was calculated which was considerably 
comparable to the activity of the standard enzyme. Furthermore, structural studies by circular dichroism (CD) 
spectroscopy indicated that the spectrum of the purified protein was very comparable with the standard HEWL. 
Deconvolution of CD data by CDNN software also showed that there were mostly same secondary structures in 
both proteins.Assessment of the intrinsic fluorescence intensity is also a valuable method to consider about 
integrity of tertiary structure of proteins based on exposing rate of hydrophobic residues especially tryptophan. 
The data extracted from CD and fluorescence spectroscopies confirmed that the purified HEWL had similar 
secondary and tertiary structure with the standard protein. 

Conclusion: This study has developed an experimental method to purify HEWL which is simple, fast, and 
low cost with high efficiency. 
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