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 چکیده

فرایند هاي سلولولیتیک با داشتن سیستم آنزیم سلولازي نقش مهمی در تجزیه ضایعات لیگنوسلولزي و تسریع باکتري
 بیولوژي تحقیقات بخش در سلولولیتیک هايباکتري از تعدادي روي تحقیقی منظور همین به. کمپوست سازي دارند

ها برداري از منابع مختلف بر اساس خصوصیات مرفولوژیکی جدایهپس از نمونه. شد انجام آب و خاك تحقیقات موسسه
 سلولازي قدرت با جدایه 28 تعداد و اقدام  B.H.Mط اختصاصیها روي محیو آزمون اولیه سلولولیتیک بودن باکتري

 شاخص عنوان به هاله قطر مشاهده و اختصاصی کشت محیط روي اينقطه کشت. شد سازي خالص و جداسازي
 31 میزان به MAL  جدایه از هاله قطر بیشترین. شد.بزرگ هاله با جدایه 12 تفکیک به منجر هاجدایه بودن سلولولیتیک

 و  TERجدایه در کلنی به هاله قطر نسبت بیشترین. بود میلیمتر هشت میزان به  HSEجدایه از هاله قطر کمترین و میلیمتر
 و یدازاندو گلوکاناز، بتا گلوکز يسه گانه سلولاز هايیمآنز یدتول یريگاندازه. مشاهده شد CPL یهنسبت در جدا ینکمتر

به  SAD یهمقدار اندوگلوکاناز در جدا یننشان داد که کمتر يسلولازبا توان  یهجدا 28منتخب از  یهجدا 12 اگزوگلوکاناز
 یدازبتا گلوکز آنزیمی فعالیت بیشترین. بود آنزیمی واحد 55/2 میزان به NTL یهمقدار از جدا یشترینو ب 17/0 یزانم

و  یمیواحد آنز 35/0 یزانبه م  HPNیهو اگزوگلوکاناز در جدا یمیواحد آنز 31/0 یزانبه م NTT یهمربوط به جدا
 یننشان داد که اختلاف ب یانسوار تجزیه. شد یرياندازه گ یمیواحد آنز 18/0 یزانبه م BSB یهدر جدا یزانم ینکمتر
 یکدر سطح  ينظر آمار ازاندوگلوکاناز  یمآنز یژهو به يسه گانه سلولاز یتفعال ینو کمتر یشترینبا ب یهجدا یتفعال

علاوه بر   NTT یهکه جدا يباشد به نحویم یمارتباط مستق یمیآنز یببا ترک يقدرت سلولاز بین .شددار یدرصد معن
از نظر تولید اندوگلوکاناز و ) یمیواحد آنز 21/3( یمسه آنز تولید بیشترین فعالیت آنزیم بتا گلوکزیداز و مجموع فعالیت

  .شد ثبت و شناسایی Bacillus methyltrophicus نامو با دوم و سوم قرار گرفت  اگزوگلوکاناز به ترتیب در رده
  

    لیگنوسلولزي ضایعات آنزیمی، هیدرولیز باکتري،آنزیم سلولاز،  :کلیدي هايواژه
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  همقدم
تجزیه میکربی سلولز به اولین تحقیق برروي 

بر ) 1976(همکاران  حدود سه دهه قبل توسط استوارد و
 آنزیمهاي. هاي مختلف کربنی انجام شد روي محیط

 ریزجانداران از يدزیا تعداد وسیلهه ب سلولز کننده تجزیه
 سلولز آنزیمی هیدرولیز .شود می ساخته هااز قبیل باکتري

 به که شودمی کاتالیز ها آنزیم از اي هدست توسط طبیعی
 تجزیه آنزیمی سیستم .کنندمی عمل هم با سینرژیسم طریقه
 متفاوت هم با اغلب مختلف ریزجانداران سلولز کننده

 هاي آنزیم از زیادي مقادیر ریزجانداران از برخی .هستند
 کنند،می ترشح خود کشت محیط به را سلولز کننده تجزیه

 هیچ سلولز روي رشد وجود با دیگر دسته که حالی در
 نمایندمی ترشح محیط به آنزیم کمی مقدار یا و آنزیمی

 یندآفر یک اندازيراه براي ).1983اناري و همکاران، (
 حائز که ايلهئمس نخستین سلولز، هیدرولیز جهت میکروبی

 عنوان به ریزجانداران جداکردن باشد،می اهمیت
 آنها طبیعی زیست محیط از نیاز، مورد هايبیوکاتالیست

 میکروبی هیدرولیز ارزیابی براي مختلفی روشهاي .است
 این همه که مشکلی اما اند،گردیده اجرا و طراحی سلولز
 آنزیمی هايسیستم تنوع اند،بوده مواجه آن با هاروش

 هايآنزیم حضور متفاوت، ریزجانداران بین در مربوطه
 فرایند از خاصی بخش هرکدام که هیدرولیز براي مختلف

 ها آنزیم این مهار و ءالقا لهئمس بالاخره و هستند دارعهده را
  ).1988کلوپ فل،  ( باشدمی مختلف محیطی شرایط تحت

گونه سلولز کنندگی تجزیه فعالیت مستقیم ارزیابی
 میزان تعیین گیرياندازه شامل اغلب شده داده کشت هاي

 قطر گیرياندازه با توانمیرا  سلولز کنندگی تجزیه فعالیت
آناگ  و هنکین .آورد دست به شده ایجاد هايهاله

 اطراف سلولز، حاوي جامد محیط در )1977 (نوستاکیس
 دیگر .کردند مشاهده شفافی هايهاله هاباکتري کلنی

 عنوان به سلولز متیل کربوکسی حاوي محیط در محققین،
 از هاکلنی اطراف هاله کردن رؤیت بهتر براي کربن، منبع

 .نمودند استفاده  Congo red)(کنگو رد  محلول
 هايمکان در تصادفی صورت به اندوگلوکانازها

   ایجاد برش سلولز ساکاریدي پلی زنجیره غیرکریستالی
 هايطول با الیگوساکاریدهایی تولید بهمنجر و کنندمی

  جدید هايپایانه با هاییزنجیره نتیجه در و مختلف
   آنزیم این همچنین). 2002 همکاران، و لیند(شوندمی
 سلولز، در گلیکوزیدي دي چهار و یک اندو پیوند تواندمی

 کند هیدرولیز تصادفی صورت به را گلوکان-بتا و لچینن
 فرآیند انجام با اگزوگلوکونازها). 2013 مایتی، و سادهو(

 پلی زنجیرهاي نشده کاهیده یا شده کاهیده پایانه بر تجزیه
 .شودمی سلوبیوز و گلوکز تولید بهمنجر سلولز ساکاریدي

 را سلوبیوز و سلودکسترین هايمحلول گلوکوزیدازها- بتا
  ).2002 همکاران، و لیند( کنندمی هیدرولیز گلوکز به

 سلولازهاي قارچی، يسلولازها با مقایسه در
 همچنین .دارند بیشتري حرارتی ثبات معمولاً باکتریایی

 از استفاده قادربه داشته، بیشتري رشد سرعت هاباکتري
 با و بوده رشد منظور به نیتروژن و کربن قیمت ارزان منابع
 آنزیم از بالایی میزان ترشح به قادر بالا، بسیار سلولی تراکم

 ژنتیکی کاري دست و ژن بیان سیستم این بر علاوه .هستند
 هاباکتري در سلولاز بیان افزایش و بوده ترراحت هاباکتري
 یل( است تر ساده و تر عملی قارچی سلولازهاي به نسبت

 هايروش تمامی در که مشترکی نکته. )2008و همکاران، 
-می چشم به سلولز کننده تجزیه ریزجانداران جداسازي

 به نیتروژن منبع با پایه معدنی محیط یک از استفاده خورد،
-می کربنی منبع تنها یا عمده منبع عنوان به سلولز همراه
 تجزیه میکروبی هايآنزیم که است آن امر این علت .باشد
 با شرایطی در تنها و بوده پذیر القاء عمدتاً سلولز کننده

 مشتقات یا سلولز که شوندمی تولید تشخیص قابل مقادیر
 کربن اصلی منبع ساکاریدها دي یا مونو از برخی یا و آن

 مانند( دائمی هايآنزیم خلاف بر این که باشند محیط
  تولید ریزجانداران توسط همواره که است) آمیلازها

 .) 1977 اولیق، و کورت مانتنی (شودمی 
 یک طبیعی کریستالی سلولز آنزیمی هیدرولیز

 چند مشارکت آن انجام براي که است پیچیده کاملاً فرایند
 دهنده تشکیل هايآنزیم .است ضروري منفرد آنزیم

 این .شوندمی تقسیم کلی دسته سه بر اصولاً سلولاز سیستم
بتا یک و  1نازبتا یک و چهار اندو گلوکا شامل هاآنزیم

   3و بتا یک و چهار گلوکوزیداز 2چهار اگزو گلوکاناز

 هاباکتري سلولولیتیک سیستم که شودمی گفته .باشدمی
 هايآنزیم تنها باکتریها زیرا هاستقارچ از تر ساده

 علیرغم ولی کنندمی تولید را بتاگلوکوزیداز و اندوگلوکاناز
 سلولز تجزیه توانایی هاباکتري هايگونه برخی واقعیت این

از  .)1997تري، ( اندداده نشان خود از نیز را کریستالی
هاي سلولولیتیک نقطه نظر فیزیولوژي میکربی باکتري

هاي گرم مثبت هوازي هاي مختلفی از جمله باکتريگروه
  را در بر  کلوستریدیومو  سیتوفاژ، باسیلوسانواع  مانند

فقط تعدادکمی در هر گونه به طور فعال  عموماً .گیرندمی
توانایی سلولولیتیک در ارتباط با . سلولولیتیک هستند

. اکسیژن، درجه حرارت و تحمل شوري متفاوت است
هاي را توسط سیستم هاي هوازي ابتداسلولزباکتري

هاي مختلف بنابراین گونه. کنندتجزیه میسلولازي پیچیده 

                                                        
1. endo-β-1,4 glucanas  
2. exo-β-1,4 glucanas 
3. β-1,4  glucosidase    
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کنند مقادیر قابل اندازه گیري یهوازي که سلولز مصرف م
هاي و در عوض کمپلکس کنندنمی از سلولاز را آزاد

سلولازهاي آنها به طور مستقیم بر سطح سلول یا 
توانایی  ).2001شوارز، ( گیردماتریکس قرار می

ریزجانداران در تجزیه لیگنوسلولز عامل کلیدي در 
 .ویژه در فرایند کمپوست سازي استه بازیافت ضایعات ب

تجزیه زیستی  ،از طرفی تلقیح با ریزجاندران مفید
کند و خصوصیات نهایی مواد آلی را فعال می

هاي میکربی به مایه تلقیح. بخشدکمپوست را بهبود می
هاي با ارزش افزوده بالا یا کمپوستمنظور تولید 

کاهش مدت زمان کمپوست سازي به توده کمپوست 
؛ 2007گارسیا و همکاران، –وارگاس (شود افزوده می

به همین منظور براي تجزیه ). 2005گیند و همکاران، 
سریعتر ضایعات آلی و تبدیل سریعتر آنها ضرورت 

ید بالاي با پتانسیل تولی یهامیکرو ارگانیسمدارد از 
در  .استفاده شود هاي مناسب از جمله سلولازهاآنزیم

و بررسی فعالیت  جداسازي این تحقیق نسبت به
 هايها از جنس و گونهباکتريسلولازي  هايآنزیم

  .اقدام شدمختلف گرم مثبت و منفی از منابع مختلف 
  هاروش مواد و

توان تجزیه (به منظور ارزیابی فعالیت سلولولیتیک 
 هاي سه گانه سلولازيو بررسی فعالیت آنزیم) سلولز

در آزمایشگاه تحقیقات بیولوژي موسسه  تحقیقیها باکتري
به منظور جداسازي و  .اجرا شدتحقیقات خاك و آب 

بررسی فعالیت آنزیمی و دسترسی به حداکثر قدرت 
سلولازي در تجزیه ضایعات لیگنوسلولزي و امکان 

و از طرفی سازگاري آنها در شرایط تنش محیطی متنوع 
هاي موجود داخلی و هاي بومی با نمونهمقایسه جدایه
پس از . از منابع مختلف انجام شدبرداري خارجی نمونه

) جدول دومطابق  (مختلف و مناطق برداري از منابع نمونه
ها بر روي محیط کشت هاي رقت از نمونهتهیه سري و

 (B.H.M) 2و اختصاصی1(NA) نوترینت آگارعمومی 
با صفات میکروسکپی و  هاییجدایه )جدول یک(

پس  .ماکروسکوپی متفاوت جداسازي و خالص سازي شد
 اختصاصی محیط کشتروي  خطی از انتقال و کشت

 يدما در ساعت 96 مدت به تهایپل ( (B.H.M)بوشنل هس
هاي به منظور جداسازي باکتري گرادیسانت درجه 37

   .شد داده قرار در انکوبار سلولولیتیک
  
  

                                                        
1  . Nutrient agar 
2. Bushnell Hass medium  

  هاي سلولازيارزیابی فعالیت آنزیم
  ارزیابی بر اساس قطر هاله شفاف

هـاي سـلولولیتیک بـر اسـاس     غربال گري جدایـه 
گیـري  ها در کشت خـالص و انـدازه  ظاهري کلنی خواص

قطر هاله شفاف اطراف کلنی در محیط کشت اختصاصـی  
B.H.M  شفاف  هاله مشاهده يبرا). جدول یک(انجام شد

 درصد 3/0 محلول با را یکلن يحاو يهاتیپل سطح ابتدا
 قـه یدق 20 از پـس  و کرده ور غوطه  (congo red)کنگورد

 محلول با و هیتخلمحلول کنگورد باقیمانده در سطح پلیت 
). 1982تدر و وود، ( شد جایگزین میسد یدکلر مولار کی

 ـ قطر به هاله قطرنسبت   ـم از یشاخص ـ کـه ( هـا یکلن  زانی
 و يریگاندازه قیدق کش خط با) است سلولاز میآنز دیتول

  . )جدول دو( شد ادداشتی
  در محیط مایعهاي سلولازي سنجش فعالیت آنزیم

 ابتــدا، محــیط پــیش کشــت بــه منظــور تهیــه

 لازم مقـادیر  در NB(nutrient broth) کشــت محـیط 
میلـی  100 هـاي ارلـن  در میلـی لیتـر  20 سـپس  و تهیـه 
 مـدت  بـه  C  °121دمـاي  بـا  اتـوکلاو در  و توزیـع  لیتري

 کنـار  و لامینـار  در سـپس . گردیـد  اسـتریل  دقیقـه  20
 ارلـن  داخـل  در بـاکتري  لـوپ  یـک جدایـه   هـر از  شعله

 رشـد  بـراي  هـوادهی  منظـور  بـه  هـا ارلن .شد داده کشت
 قـرار  دقیقـه  در دور 120 سـرعت  بـا  شـیکر  روي باکتري

ــد داده ــس، ( ش ــس .)2004اطل ــاعت 18 از پ ــا  س گرم
ــذاري ــی  روي گـ ــزن دورانـ ــرایط  ،(shaker)همـ در شـ

ــیش     ــایع پ ــی از م ــد حجم ــزان دو درص ــه می ــتریل ب اس
-cfu.mlکشت کـه در هـر میلـی لیتـرآن جمعیتـی معـادل      

بـه محـیط حـاوي سوبسـتراهاي اختصاصـی       5/1 × 1108
  .هاي سلولیتیک تلقیح شدآنزیم
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  )1941بوشنل و هس، (  B.H.Mمحیط کشت - 1جدول 
  نام ترکیب  درلیتر گرم

00/10  Carboxy methyl cellulose 
(C.M.C) 

00/1  K2HPO4  
00/1  KH2PO4  
20/0  MgSO4 .7H2O  
00/1  NH4NO3  
05/0  FeCl3. 6H2O  
02/0  CaCl2  
00/15  Agar  

 
اندوگلوکاناز در محلول رویی با  آنزیم فعالیت

با استفاده از معرف دي  )1959( روش پیشنهادي میلر
و در حضور ماده زمینه  (DNS)نیترو سالیسیلیک اسید 

فعالیت آنزیم ، (C.M.C)کربوکسی متیل سلولز 
با  )2009( بر اساس روش ژانگ و همکاران اگزوگلوکاناز

استفاده از فنل و اسید سولفوریک در حضور ماده زمینه 
بر اساس روش ژانگ و  بتاگلوکزیدازآنزیم  وآویسل 
با استفاده از کیت تشخیصی گلوکز در   )2009( همکاران

میزان کمی آنزیم. تعیین گردیدحضور ماده زمینه سلوبیوز 
با دستگاه اگزوگلوکاناز وبتاگلوکزیداز ، اندوگلوکاناز هاي

 طول دربه ترتیب   UV/VIS-CE2040اسپکترفتومتر مدل
 با .شد قرائت nm546 -500و  nm 540 ، nm490موج

 استاندارد منحنی خطی زاویه بر نمونه هر جذب تقسیم
بر حسب واحد  کننده احیا قندهاي کلی غلظت گلوکز،
 برابر یمیآنز واحد کی فیتعر طبق. آمد دست به آنزیمی

 در را گلوکز کرومولیم کی بتواند که یمیآنز مقدار با است
نتایج  .دینما آزاددر هر دقیقه  نمونه استاندارد طیشرا

 28روي  اندو گلوکاناز گیري آنزیمبدست آمده اندازه
نظر به اینکه در  ).دوشکل (جدایه منتخب انجام شد 

اگزو  هاي سلولازيها میزان فعالیت آنزیمتعدادي از جدایه
در حد ناچیز و گیري شده اندازهگلوکاناز و بتا گلو کزیداز 

بود با در نظر گرفتن تنوع منابع مختلف  نزدیک به صفر
 12گیري دو آنزیم اگزو و بتا بر روي برداري اندازهنمونه

 انجام شددر چهار تکرار جدایه 28جدایه منتخب از 
  ).چهارسه و شکل (

  نتایج و بحث
و  يسـلولاز  تـوان بـا   جدایه 28در مجموع تعداد 

جدایـه   66از بـین  در اطراف کلنـی   بزرگ هاله متوسط تا

موجود در آرشـیو میکربـی آزمایشـگاه بخـش تحقیقـات      
. جهت آزمایشـهاي تکمیلـی انتخـاب شـد    بیولوژي خاك 

و نسبت قطر هاله به کلنـی   نتایج بررسی قطر هاله و کلنی
که به عنوان شاخصی در ارزیابی میزان فعالیـت سـلولازي   

نشـان داد بیشـترین قطـر    ) دوجـدول  (باشد هر جدایه می
 HSD ،MAL ها از جملهکلنی مربوط به تعدادي از جدایه

،BSA  ،ASH  وTSM  بود که نتایج واکنش گرم نشان داد
و در حقیقت هـر   ها گرم مثبت هستندکه همه این باکتري

چقدر قطر کلنی بزرگتر باشد بیانگر رشد و تکثیـر بیشـتر   
مربوط                               ًاز طرفی کمترین قطر کلنی عمدتا  ،باشدباکتري می

بـود کـه    NTL وHSE ،CMB ،CPG ،TERهـاي به جدایه
اما بیشترین نسبت قطـر هالـه بـه    . همگی گرم منفی بودند

با کمترین قطر و کمتـرین   TER کلنی در جدایه گرم منفی
   .مشاهده شد CPLنسبت مربوط به جدایه گرم مثبت 

هاي قوي از نظر تشکیل هاله پس از بررسی جدایه
مطالعه جدایه  66و مقایسه نسبت قطر هاله به کلنی از بین 

 ،CPG ،ALK ،MAL ، BSB: جدایه  شامل12شده در نهایت 
FRB، ATD،HWN ، DEB،NTT ،NTK ،NTL  ، HSE 

هـاي  گیري میزان تولید آنـزیم      ً                    مجددا  براي بررسی و اندازه
زوگلوکانـاز و بتـا   سه گانـه سـلولازي انـدو گلوکانـاز، اگ    

هاي گلوکزیداز تفکیک شد و پس از خالص سازي جدایه
العمـل  باکتري سلولولیتیک و کشت تازه براسـاس دسـتور  

انـدو گلوکانـاز بـر     گیري آنزیماندازه. ارائه شده اقدام شد
لازم  .جدایه منتخب انجام شد 28روي  DNS اساس روش

به ذکر است که هر واحد آنزیمی طبق تعریف مقدار آنزیم 
مورد نیاز براي آزاد سازي یـک میکرومـول قنـد احیـایی     

ــتاندارد مـــــی ــدگلـــــوکز در شـــــرایط اســـ .باشـــ
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  B.H.Mسنجش میزان قدرت سلولولیتیکی جدایه ها در محیط کشت  - 2 جدول

  قطر کلنی  محل جداسازي  کد جدایه  ردیف
  )میلی متر(

  هالهقطر 
  )میلی متر(

نسبت قطرهاله 
  به کلنی

1  HSD 2/4  21  5  خاك نخلستان بندرعباس  
2  CMB  5  10  2  کود گاوي تازه  
3  HSE  4  8  2  خاك نخلستان بندرعباس  
4  CPG 7  14  2  کوکوپیت  
5  CPL  5/2  10  4  کوکوپیت  
6  BPP  7  28  4  ضایعات نخل بهبهان  
7  TER  9  18  2  موریانه کرج  
8  ALK   8  27  4  فرآوري شدهکود مرغی  
9  MAL  2/6  31  5  ملاس نیشکر  
10  BSA  6/3  18  5  خاك نخلستان بهبهان  
11  BSB  5/4  18  4  خاك نخلستان بهبهان  
12  USB  3/5  16  3  کود زیستی خارجی  
13  FRB  5/5  22  4  کود زیستی خارجی  
14  ASH  5  25  5  خاك  
15  TSM  4/4  22  5  کود زیستی خارجی  
16  ATA  5  20  4  موریانه فارس  
17  ATD  7/8  26  3  موریانه فارس  
18  DEA  4  16  4  فعال کننده زیستی داخلی  
19  HPM  3/8  25  3  ضایعات نخل بندر عباس  
20  HPN  8/2  11  4  ضایعات نخل بندر عباس  
21  HPW  6  18  3  ضایعات نخل بندر عباس  
22  DEB  7/5  17  3  فعال کننده زیستی داخلی  
23  NTT  3/5  16  3  موریانه تهران  
24  NTK  4  12  3  موریانه خوزستان  
25  NTL  7  14  2  موریانه خوزستان  
26  SAD  5/4  18  4  خاك نخلستان خوزستان  
27  NTM  7/4  14  3  موریانه خوزستان  
28  BAC  5  15  3  ورمی کمپوست  
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  ساعت گرماگذاري 72بعد از  B.H.Mه ها درمحیط کشت یشفاف تشکیل شده اطراف کلنی جدا هاله –1شکل 

  
  

  
  ساعت گرماگذاري 72جدایه پس از  28مقایسه میانگین میزان فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز در  - 2 شکل

  
تعداد واحد آنزیم اندو گلوکاناز تولید شده بر 

شود که نحوه میحسب مقدار گلوکز احیاء شده بیان 
محاسبه میزان قندآزاد شده بر اساس منحنی استاندارد و 

هاي رابطه بین قرائت دستگاه اسپکتروفتومتر و غلظت
 همان طور که از شکل دو. گلوکز محاسبه شداستاندارد 

ها شود مقدار آنزیم اندوگلوکاناز در جدایهمشاهده می
متعلق  BSAمقادیر متفاوتی است حداقل مقدار در جدایه 

و  17/0به خاك نخلستان شادگان خوزستان به میزان 
متعلق به موریانه  NTL حداکثر مقدار مربوط به جدایه

  .واحد آنزیمی بود 55/2به میزان  خوزستان
بیشترین میزان آنزیم اندو ، با توجه به شکل دو

باشد که از موریانه میNTL گلوکاناز متعلق به جدایه 
کمترین میزان آنزیم مربوط به . خوزستان جداسازي شد

. جدا شد خاك نخلستان بهبهانکه از BSA جدایه 
ها قادر به همانطور که از شکل دو پیداست همه جدایه

باشند و این توانایی در تولید آنزیم اندو گلوکاناز می
هاي نیز بر روي باکتري )1977( تحقیقات تري

از طرفی رجب خانی و همکاران  .سلولولیتیک مشاهده شد
با بهینه سازي شرایط محیطی تولید آنزیم ) 1387(

آسپرژیلوس باکتري و قارچ هاي اندوگلوکاناز در جدایه
نزیم را بررسی و به نتایج آتوان تولید سلولولیتیک  نیجر

نیز با ) 2008( کازانا و همکاران. مشابه دست یافتند
استفاده از روش سریع و ساده بر روي محیط کشت جامد 
با استفاده از معرف مناسب وجود آنزیم سلولاز میکربی 

. مشاهده کردند باکترياندوگلوکاناز را در جدایه هاي 
 تفاوتانجام و  2/9نسخه   SASها با نرم افزارتحلیل داده

اندوگلوکاناز در ها از نظر تولید آنزیم بین جدایه آماري
که نتایج تجزیه واریانس در  دار شدسطح یک درصد معنی

بیشترین تفاوت بین دو جدایه  .شودمشاهده می سه جدول
  .با بقیه مشاهده شد NTTو   NTLگرم مثبت
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  دانکن آزمون روش به اندوگلوکاناز آنزیم تغییرات واریانس تجزیه - 3 جدول

 F نسبت  بودن دار معنی
 میانگین

 خطا مربعات
 آزادي درجه

 مربعات مجموع
 خطا

 تغییرات منبع

 تکرارها بین  11/16 27 596/0 22/662 **>0001/0

 تکرارها داخل 026/0 66 0009/0  

 کل 13/16 93   

   
 ضریب مربع

  همبستگی
)R-Square(  

 فعالیت میانگین  )cv( تغییرات ضریب
  آنزیم

   998/0  92/4  625/0  

  
 زنجیر شدن قطعه قطعهاندوگلوکاناز موجب  آنزیم

 یديزگلیکو اتصالات محل از تصادفی صورته ب سلولزي
 طول در سریع کاهش با آن نتیجه که شودمی"4 و1 بتا "

 .است همراه کننده احیا قند غلظت تدریجی افزایش و پلیمر
هر چه قدر میزان قند احیایی که معادل واحد آنزیم تولید 

بیشتر باشد فعالیت تجزیه  .باشدشده توسط ریز جاندار می
رسد به نظر می. شودسلولز سریعتر بوده و تشدید می

 5/0جدایه هایی که میزان تولید آنزیم در آنها بالاتر از 
ه واحد است از پتانسیل خوبی براي تسریع فعالیت تجزی

 سلولز دارند نتایج و مشاهدات این تحقیق با تحقیق بهت
و وان ) 2008( ، کازانا و همکاران) 1997( و همکاران

  . شود یید میأه و تمشابهت داشت) 2012( دیک و پلشکه
ها میزان فعالیت نظر به اینکه در تعدادي از جدایه

آنزیم بسیار کم و فعالیت دو آنزیم اگزو گلوکاناز و بتاگلو 

کزیداز در حد ناچیز و قابل صرف نظر کردن بود با در 
گیري دو برداري اندازهنظر گرفتن تنوع منابع مختلف نمونه

جدایه  28جدایه منتخب از  12آنزیم اگزو و بتا بر روي 
بیشترین فعالیت آنزیم بتا  ،شکل سهمطابق . انجام شد

جدا شده از موریانه و  NTTگلوکزیداز متعلق به جدایه 
این . باشد می CPG ،BSB ،ATDبعد از آن جدایه هاي 

آنزیم قادر است سلوبیوز و زنجیره هاي کوتاه 
در حقیقت دیمرهاي . الیگوساکارید را به گلوکز تبدیل کند

   .)1997دئوبالد،(کند  گلوکز را به گلوکز هیدرولیز می
  

  

  

  
  هاي منتخبمقدار فعالیت آنزیم بتاگلوکزیداز در جدایه - 3 شکل

  

0.00
0.10
0.20
0.30
0.40

M
AL AL

K

HP
N

D
EB N
TK N
TL

FR
B

HS
E

AT
D

BS
B

CP
G

N
TT

F F F F F F E E D C B

A

داز
کزی

گلو
بتا 

(U
.m

l-1
)

جدایه منتخب

بتا گلوکزیداز



  ....هاي سلولولیتیک بومی و بررسی سیستم آنزیم سلولازي آنها براي تجزیه ضایعات جدا سازي تعدادي از باکتري/  120

  

 مقدار فعالیت آنزیم اگزوگلوکاناز در جدایه هاي منتخب - 4 شکل
 

  

  مجموع فعالیت سه آنزیم در جدایه هاي منتخب - 5 شکل
  

 یـت مقـدار فعال  یشـترین ، بچهـار  شکل به توجه با
 35/0 یـزان به م HPN یهاگزو گلوکاناز متعلق به جدا یمآنز

ــه از ضــا یمــیواحــد آنز ــود ک ــدرعباس  یعاتب نخــل بن
 یـه مربـوط بـه جدا   یمآنـز  یزانم ینشد و کمتر يجداساز

BSB که از خـاك نخلسـتان    یمیواحد آنز 18/0 یزانبه م
 مشـاهده  ، پـنج  با توجـه بـه شـکل   . شد يبهبهان جداساز

کــه بیشــترین مجمــوع ســه آنــزیم مربــوط بــه  شــودمــی
بود که از موریانه تهران جداسازي شـد ایـن     NTTجدایه

جدایه با دارا بودن هر سه آنـزیم تـوان بـالایی در تجزیـه     
با ) 1393( عصاره و همکاران. ترکیبات لیگنوسلولزي دارد

هـاي بـومی   تحقیق بر روي جداسازي و شناسایی بـاکتري 
هـاي مشـابه تحقیـق    خاك با روش تجزیه کننده سلولز از

ــه جداســازي و شناســایی بــاکتري  هــاي حاضــر موفــق ب
سلولولیتیک مزوفیل و ترموفیل در شرایط بهینه شدند و بر 
ضـرورت شناسـایی و ارزیـابی تــوان تولیـد آنـزیم هــاي      
سلولازي براي تبدیل ضایعات لیگنوسلولزي کشـاورزي و  

بــراي ) 2018(همتــی و همکـاران  . کیــد کردنـد أشـهري ت 
هـاي لیگنوسـلولوتیک تعـداد زیـادي     دستیابی بـه بـاکتري  

هـاي مختلـف و کمپوسـت    جدایه باکتري بومی از خـاك 
هاي ترموفیل توانایی بیشتري استفاده و دریافتند که باکتري

د نتایج مشـابه در ایـن   یؤدر تجزیه بقایاي آلی دارند که م
ــی ــق م ــه . باشــدتحقی ــر روي جدای ــات ب ــاي در تحقیق ه
اي با توان تولید هر سه آنزیم ندرت جدایهه سلولولیتیک ب

سلولازي گزارش شده است و در تحقیقات دیگر محققان 
ذکور در یک بـاکتري  اغلب یک یا دو آنزیم از سه آنزیم م

 ـ .)1997تـري،  ( انـد را گزارش داده آزمـایش سـنجش    اام
 ،NTT ، ATDنشان داد کـه شـش جدایـه    حاضر آنزیمی

FRB، BSB، CPGوHSE   ــت ــب داراي فعالی ــه ترتی  ب
ــ ــد  08/1و  00/1، 56/0، 74/0،  91/0،  21/3یآنزیم واح

دارا بودن هـر سـه آنـزیم سـلولازي بـه       .باشندآنزیمی می
عنوان یک مزیت براي تبدیل ضایعات لیگنو سـلولزي بـه   

 هايآنزیم بررسی .باشدکمپوست در زمان کمتر مطرح می
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 سـلولاز، ( ماننـد  باسـیلوس  هـاي گونـه  توسط شده ترشح
 باسـیلوس  هـاي گونـه  کـه  داده نشـان  )آمـیلاز  و پروتئـاز 

 و سـوبتیلیس  باسیلوس لیچنیفورمیس، باسیلوس ،وسئسر
 از .دارنـد  را سـلولاز  تولید توانایی میکسا پولی باسیلوس

 کنند،نمی تولید را سلولاز نوع سه هر هاسویه این که آنجا
. نیسـتند  کریسـتالی  سـلولز  کامل هیدرولیز به قادر بنابراین
 کـه  کـرد  مشـخص  هـا گونـه  ایـن  دیگر هايسویه بررسی

 بـا  آنزیمـی  تولیـد  توانایی  D40 Bacillus subtilisسویه
 به قادر و بوده دارا را سلولاز آنزیم نوع سه هر هايویژگی
 همکـاران،  و هـن ( باشـد می کریستالی سلولز کامل تجزیه
وان  توسـط مشـابه  ات ق ـاین تحقیق و تحقینتایج  ).1995

 و) 2010( ، وارگــاس و گارســیا)2012( دیــک و پلشــکه
داراي  هـاي در خصوص جدایـه  )1997(بهت و همکاران 

ییـد  أبا نتایج این تحقیق مطابقـت داشـته و ت  هر سه آنزیم 
حـاوي هـر سـه آنـزیم      NTTجدایـه برتـر   پیشتر .شودمی

شناسـایی و   Bacillus methyltrophicusسلولازي بـا نـام  
  ).2016صفاري و همکاران، ( ه استثبت شد

  گیرينتیجه
و  جدایه با توان سلولازي بالا12از بررسی 

با توان  جدایه 28مقایسه نسبت قطر هاله به کلنی از بین 
هاي سه گانه گیري فعالیت آنزیمو اندازه سلولازي

که  مشاهده شد اندوگلوکاناز، اگزوگلوکاناز و بتاگلوکزیداز
و گرم مثبت ها داراي فعالیت آنزیم سلولازي همه جدایه

اسپوردار و یا گرم منفی و ازطرفی قطر هاله اطراف کلنی 
ارتباط مستقیم با میزان فعالیت آنزیمی و سلولازي و تنوع 

یک  قابلیت تولیدها بعضی از جدایه در .آنزیمی داشت
وجود فعالیت هر سه آنزیم  بعضی در آنزیم بعضی دو و

متفاوت و                ًهاي مختلف کاملا جدایه آنزیمی فعالیت .دارد
بیشترین  .شددار نظر آماري در سطح یک درصد معنی از

به میزان   NTTمجموع فعالیت سه آنزیم مربوط به جدایه
 وبود که از موریانه تهران جداسازي واحد آنزیمی  21/3

شناسایی و ثبت شده  Bacillus methyltrophicus با نام
با دارا بودن هر سه آنزیم توان بالایی  این جدایه .است

هاي سلولازي و استفاده براي تجاري سازي و تولید آنزیم
اگرچه . از آن در تجزیه بقایاي لیگنوسلولزي را دارد

ها فعالیت آنزیمی قابل قبولی داشتند اما به بعضی از جدایه
دلیل گرم منفی بودن و نداشتن ماندگاري در شرایط تنش 

راي کاربرد عملی تجزیه بقایاي لیگنوسلولزي قابل توصیه ب
می تواند ها شناسایی این باکتريجداسازي و  ونیست 

هاي براي تکمیل کلکسیون و بررسی دیگر قابلیت
اما در مقابل . راهگشا باشد آنها بیوشیمیایی چند منظوره

هاي سلولولیتیک گرم مثبت با داشتن اسپور در باکتري
لازم به ذکر است  .باشندپایدار میط یشرایط نامناسب مح

ندرت ه هاي سلولولیتیک بدر تحقیقات بر روي جدایه
اي با توان تولید هر سه آنزیم سلولازي گزارش جدایه

  .شده است
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Abstract 

Cellulolytic bacteria with cellulase enzyme system play an important role in 
decomposing lignocellulose wastes and accelerating the composting process. 
For this purpose, a study was carried out on some native cellulolytic bacteria 
isolated from different sources in Soil and Water Research Institute. Twenty 
eight isolates were selected based on morphological characteristics and 
cellololytic test, in specific medium (B.H.M). Spot cultivation on B.H.M 
medium and observation of halo diameter as the cellulolytic characteristics of 
the isolates led to the separation of 12 isolates. The maximum and minimum 
diameter of a clear zone around the colony of MAL and HSE isolates were 31 
and 8 millimeters respectively. Also the maximum and minimum proportion of 
clear zone diameter to colony were observed in TER and CPL isolates. The 
activity of endoglucanase, exoglucanase and betaglucosaidase among 12 
isolates showed that the least amount of endoglucanase was belong to SAD 
(0.17 U.ml-1) and the most one was NTL (2.55 U.ml-1) isolates. The maximum 
activity of betaglucosidase in NTT isolate was 0.31 U.ml-1 and the maximum 
exoglucanase enzyme activity was belong to HPN isolate (0.35 U.ml-1) and 
minimum was belong to BSB isolate (0.18 U.ml-1). Analysis of variance 
showed that the differences between the isolates with the highest and lowest 
triple cellulase activity was significant (especially endoglucanase  ) at one 
percent statistic level but was not significant between some isolates. There was 
a direct relation between cellulase activity and the enzyme compound. NTT 
isolate showed the highest activity of beta-glucosidase enzymes and it was the 
second and the third in terms of endoglucanase and exoglucanase production, 
respectively. It had the highest activity of three enzymes (3.21 unit) and 
identified and registered as Bacillus methyltrophicus.  
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