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 به باسيلوس سوبتيليسو  باسيلوس سرئوسهاي جداسازي و شناسايي مولكولي باكتري
 از مناطق مختلف استان گستان عنوان توليدكنندة آنزيم پكتيناز

  4اليكا فرج تبريزيو  4پور، رضا نجف*3ستاد سجاد يزدان، 2حميدرضا پردلي، 2، تينا دادگر1رسول محمدي

  شناسييست زگروه واحد دامغان، دانشكده علوم پايه،  دانشگاه آزاد اسلامي، دامغان، 1
  شناسييست زدانشگاه آزاد اسلامي، واحد گرگان، دانشكده علوم پايه، گروه  ،گرگان 2

  كميته تحقيقات دانشجويي، دانشگاه علوم پزشكي گلستان گرگان، 3
 شناسييست زدانشگاه آزاد اسلامي، واحد قم، دانشكده علوم پايه، گروه  ،قم 4

  11/7/95 :تاريخ پذيرش  19/1/95: تاريخ دريافت
  چكيده

 ازها اين آنزيم. شوندمي هاي گياهيبافتباعث هيدروليز پكتين موجود در  هستند كه هاي پكتوليتيكآنزيمگروهي از  پكتينازها

يك منبع كارآمد جهت . تندجهت فرآوري آبميوه، چاي، قهوه و روغن هس غذايي صنايع در استفاده مورد هايمآنزي مهمترين
نزيم پكتيناز آ توليدكنندةهاي مطالعة حاضر با هدف جداسازي و شناسايي مولكولي باكتري. ها هستندآنزيم، باكتري صنعتي توليد

- در اين مطالعه از خاك حاوي ضايعات مركبات در چندين منطقة استان گلستان نمونه .انجام گرفت حاوي ضايعات از خاك

ها بر فعاليت پكتيناري باكتري. هاي مولد پكتيناز، از محيط تغيير يافتة پكتين استفاده شدجهت جداسازي باكتري .برداري شد
ها با فعاليت پكتينازي جدايه. اضافه كردن محلول لوگل مشخص گرديد پس ازها اساس تشكيل هالة شفاف در اطراف كلني

باكتري با فعاليت  20نمونه خاك، تعداد  50از  .شناسايي شدند  16S rRNAمطلوب، با استفاده از روش تعيين توالي قطعة
جدايه با توجه به بزرگتر بودن قطر  2از اين بين، . پكتينازي جداسازي شد كه تمامي آنها تا سطح جنس و گونه شناسايي گرديد

شان داد كه اين جدايه ها منسوب به دو بررسي مولكولي ن. هالة اطراف كلني، فعاليت پكتينازي بيشتري را نسبت به بقيه داشتند
در مطالعة حاضر دو گونة باكتري با توانايي مطلوب در توليد پكتيناز،  .باشندمي سوبتيليس باسيلوسو  باسيلوس سرئوسگونة 

مذكور  هايتحقيقات بيشتري براي دستيابي به شرايط بهينه توليد و كينتيك موثر اين آنزيم توسط جدايه. جداسازي و معرفي شد
  .مورد نياز است

  باسيلوسمحيط پكتين آگار، پكتيناز، پكتين،  :هاي كليديواژه

  sajjad.yazdansetad@gmail.com: ، پست الكترونيكي 02332342027 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 اسيد يپكتين، پليمر ناهمگون متشكل از واحدها

هاي متيل استريفيه شده و به است كه با گروه گالاكترونيك
  [4-1]هاي خطي با پيوندهاي گليكوزيدي آلفا زنجيره فرم
پكتين در ساختار جدار سلولي . گرفته است قرار هم كنار در

 و تعيين كنندة دارد و فضاي بين سلولي گياهان عالي وجود

  ).3(است  آنها استحكام و شكل ظاهري

 فرم پروتوپكتين 4كتين با تغيير چارچوب اصلي به پ
)Protopectin(اسيد پكتيك ، )Pectic acid(اسيد پكتينيك ، 

)Pectinic acid (گالاكترونيك  پلي متيل اسيد و)Poly-D-

galacturonic acid methyl ester (شودديده مي.  

هاي نارس پروتوپكتين، فرم نامحلول پكتين است و در ميوه
ارد و با اتصال به سلولز موجب استحكام بافت گياه وجود د
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با رسيدن ميوه و ترشح آنزيم پكتيناز، پروتوپكتين . شودمي
اسيد پكتيك، پليمر محلول . شودپكتيك مي اسيد تبديل به

متشكل از گالاكتورونان با تعداد كمي از گروه متوكسيل 
 هايي با ميزان متغيراسيد پكتينيك، گالاكتورونان. است

متوكسيل كه متيلاسيون اسيد گالاكتورونيك در آن از صفر 
پلي متيل گالاكتورونات، پكتين حاوي . درصد است 75تا 

پلي گالاكتورونيك اسيد با متيل استرهاي موضعي و 
  ).14و 5( هاي سديم، آمونيوم و پتاسيم است نمك

شامل سه گروه ) پكتوليتيك(هاي تجزيه كنندة پكتين آنزيم
ين استراز، پلي گالاكتوروناز و پكتين لياز است آنزيمي پكت
پكتين استراز . شودوعة آنها، پكتيناز گفته ميكه به مجم

با جدا كردن گروه متوكسيل از ) پكتين متيل هيدرولاز(
پكتين و آزادسازي اسيد پكتيك و متانول، باعث هيدروليز 

گالاكتوروناز پيوندهاي پلي. گرددپيوندهاي استري مي
گالاكتورونيك اسيد را - Dواحدهاي  [4-1]يدي آلفا گليكوز

: گالاكتوروناز دو فرم هيدوليز داردپلي. كندهيدروليز مي
يك نوع آنزيم، پيوند گليكوزيدي را در يك زنجيره 

شكند و نوع ديگر، مولكولي عاري از گروه متوكسيل مي
هاي حاوي گروه هاي گليكوزيدي در زنجيرهاتصال

پكتين لياز با جدا كردن دو . كندليز ميمتوكسيل را هيدرو
هاي شماره چهار و پنج و ايجاد يك اتم هيدروژن از كربن

پيوند دوگانه ميان اين دو اتم كربن، باعث شكستن 
  ). 16(شود پيوندهاي گليكوزيدي مي

هايي است كه در صنعت مورد پكتيناز يكي از اولين آنزيم
 فروش كل از %10 امروزه، تقريباً .رار گرفتاستفاده ق

كاربرد تجاري . به پكتينازها اختصاص دارد جهان آنزيمي
 تهية سركه وجهت  1930اين آنزيم اولين بار در سال 

مورد استفاده در  آنزيمپكتيناز پركاربردترين  .آبميوه بود
صنايع غذايي جهت فرآوري آبميوه، چاي، قهوه و روغن 

 از قبليم آنز اين كردن ضافهدر فرآوري آبميوه، ا .است

نامطلوب كدورت و  اثرات ،ميوه كردن پرس فرايند
 شفافو موجب  را رفع پكتينوجود  ويسكوزيته ناشي از

اين آنزيم در صنايع دارويي  ).11(شود آبميوه مي سازي
جهت فرآوري و استحصال دارو و در صنايع چوب و 
نساجي جهت استخراج كنف و كتان از چوب نيز استعمال 

   .)10( دارد

 و هاقارچ ها،باكتري توسط طبيعت در هاي پكتوليتيكآنزيم
پكتينازهاي اسيدي عمدتاً منشا . )3( دشونمي توليد مخمرها

- باكتري. قارچي و پكتينازهاي قليايي منشا باكتريايي دارند

 فلاوباكتريوم، )Pseudomonas( سودوموناسهاي جنس 
)Flovobacterium( ،اروينيا )Erwinia ( وموناسزانتو 
)Xanthomonas (مهمترين تجزيه كنندگان پكتين هستند .

هوازي نيز معمولاٌ قندها و هاي بيتعدادي از باكتري
اسيدهاي قندي پكتين را به الكل و اسيدهاي ضعيف تبديل 

 كلستريديوم پكتينوورومكنند كه مهمترين آنها مي
)Clostridium pectinovorom ( نئومفلسي كلستريديومو 
)Clostridium felsineum (ترين تجزيه فعال .هستند

 باسيلوسهاي اسپوردار مانند كنندگان پكتين باسيلوس
 ماسرانس باسيلوسو ) Bacillus polymyxa( ميگزاپلي

)Bacillus macerans (باشند مي)1.(    

هاي سالانه هزينه، با توجه به كاربردهاي تجاري پكتيناز
 .شودمي در كشور ن آنزيمزيادي صرف خريد و واردات اي

مطالعات  نيازمند توليد آنزيم از منابع موجود سازيبومي
مطالعه حاضر با هدف در اين راستا، . است راهبردي

باسيلوس  هايجداسازي و شناسايي مولكولي باكتري
آنزيم توليد كنندة به عنوان  باسيلوس سوبتيليسو  سرئوس
  .انجام گرفت از مناطق مختلف استان گلستان يپكتيناز

  مواد و روشها
برداري از نمونه: هاو جداسازي باكتري بردارينمونه

- مناطق آزادشهر، دلند، خان متري خاكسانتي 0- 30اعماق 

كه عموماً حاوي ضايعات بين و گرگان در استان گلستان 
هاي براي جداسازي باكتري. فتمركبات بود، انجام گر

هاي از نمونه. سي شدنمونة خاك برر 50 ،مولد پكتيناز



 1395، 3، شماره 29جلد                                                 )                    مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

342 

 10- 1هاي متوالي از رقت ،سازي سرياليبا روش رقيق خاك
ها بصورت جداگانه در از محتويات لوله .هيه شدت 10- 6تا 

 پكتين( بهينه شده پكتين آگار اختصاصي محيط كشت
پتاسيم  ،درصد 14/0سولفات آمونيوم ، درصد 1مركبات 

 02/0آبه  7 ، سولفات منيزيمدرصد 2/0 هيدروژن فسفات
 5آبه  7درصد، سولفات آهن  10محلول مغزي درصد، 

گرم بر ميلي 6/1گرم بر ليتر، سولفات منگنز يك آبه ميلي
، كلريد گرم بر ليترميلي 4/1آبه  7ليتر، سولفات منگنز 

كشت داده شد  )درصد 2 و آگار گرم بر ليترميلي 2كلسيم 
- مخانهگرساعت  48گراد به مدت درجة سانتي 37 و در

ها، با اضافه كردن توليد پكتين توسط باكتري .گرديد گذاري
به محيط ) يد و يديد پتاسيم(درصد  2محلول لوگول 

ها مشخص كشت و تشكيل هالة شفاف در اطراف كلني
ها با كشت مجدد خالص در مرحلة بعد، باكتري. گرديد

 كنندة توليد هاي برترسويهجهت بررسي . سازي شدند
ناز از روش ايجاد چاهك در محيط پكتين آگار آنزيم پكتي

در اي استريل با انتهاي پيپت پاستور شيشه. استفاده شد
از . متر ايجاد شدميلي 4هايي به قطر محيط جامد چاهك

فارلند  هاي باكتريايي سوسپانسيون معادل نيم مكجدايه
و در  بارگذاري چاهك ميكروليتر از آن در 25تهيه شد و 

. شدگذاري گرمخانهروز  3گراد به مدت سانتيدرجة  37
ها با اضافه كردن محلول لوگول به فعاليت پكتينازي باكتري

محيط و تشكيل هالة شفاف در اطراف چاهك معلوم 
  ).4( گرديد

هاي باكتري با استفاده شناسايي جدايه: هاشناسايي باكتري
 و واكنش گرم، ميكروسكوپي، هاي ماكروسكوپياز آزمون
Sulfide,  =SIMهاي بيوشيميايي شامل كاتالاز، آزمون

Indole, Motility
، مصرف سيترات، اكسيداسيون و تخمير  

 MR-VP=Methyl(ووگس پروسكائر -، متيل رد)OF(قند 

Red-Voges Proskauer (ته، هيدروليز ، هيدروليز نشاس
ها با جدايه ،نهايتاً. كازئين و ذوب ژلاتين انجام گرفت

 و تعيين توالي 16S rRNAقطعة ژني  تكثير روش مولكولي
 .)6( تاييد شدند آن

ها با باكتري 16S rRNAو تكثير قطعة   DNAاستخراج 
ها با استفاده از باكتري DNAاستخراج :  PCRاستفاده از 

) QIAamp DNAكياژن، آلمان(كياژن  DNAستخراج كيت ا

)mini kit; Qiagen, Germany (واكنش . انجام گرفت
 10: ميكروليتر شامل 25اي پليمراز با حجم نهايي زنجيره

ميكرومولار از هر  4/0الگو،  DNA نانوگرم بر ميكروليتر
- ميلي dNTP  ،2مولارميلي 2/0پرايمر فوروارد و ريورس، 

واحد آنزيم  1و  PCRميكروليتر بافر  MgCl2 ،5/2مولار 
Taq DNA Polymerase واكنش . انجام گرديدPCR  با

-'F: 5(روش استاندارد  و با استفاده از پرايمرهاي عمومي 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3', R: 5'-

GACGGGCGGTGTGTACAA-3' ( در دستگاه ترمال
 ;Mastercycler® nexus(اپندورف، آلمان(سايكلر 

Eppendorf, Germany( ( دقيقه  5تحت شرايط دمايي
گراد و در درجة سانتي 94واسرشت شدن اوليه در دماي 

درجة  94چرخه شامل واسرشت شدن در دماي  35ادامه 
درجة  45در دماي  دقيقه، اتصال 1گراد به مدت سانتي
 72ثانيه، طويل شدن در دماي  30گراد به مدت سانتي

ثانيه و در نهايت طويل شدن  90 گراد به مدتدرجة سانتي
دقيقه انجام  5گراد به مدت درجة سانتي 72 نهايي در دماي

در نهايت، قطعة تكثير شده جهت تعيين ). 13(گرفت 
 ,MacroGen( توالي به شركت ماكروژن، كره جنوبي

Korea- http://www.macrogen.com (ارسال گرديد.  

  نتايج
 50از مجموع : كتينازپ توليدكنندةهاي جداسازي باكتري

نايي با توا جدايه 20، خاك حاوي ضايعات مركبات نمونة
جداسازي و خالص سازي  مطلوب از نظر توليد پكتيناز

آورده  1در جدول  و محل نمونه برداري هاجدايه. شدند
بر اساس خصوصيات  هاجدايه همة .شده است

مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي و بيوشيميايي تا سطح جنس و 
  .)2جدول ( گونه تفكيك و گروه بندي شدند
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  برداريها و منطقة نمونهنام جدايه -1جدول 
  تعداد كل  منطقه گرگان منطقه خان ببين منطقه دلند منطقه آزادشهر جدايه باكتري
B. cereus 2 2 0 2  6  
B. subtilis 1 0 1 0  2  
B. brevis 1 1 1 0  3  

B. circulans 1 1 0 0  2  
B. polymixa 0 1 1 1  3  

B. firmus 0 1 0 1  2  
B. pumilus 0 0 1 1  2  

  

  هاهاي بيوشيميايي براي جدايهنتايج آزمون -2جدول 

جنس و گونه 
  احتمالي

آزمون 
  كاتالاز

آزمون
  كازئين

آزمون
  ژلاتين

آزمون
  نشاسته

آزمون
  سيترات

آزمون 
  اندول

آزمون 
  حركت

آزمون 
MR  

آزمون 
VP  

  مورفولوژي

B. cereus + + + + + - +  -  +  باسيلي  
B. subtilis+ +  + + +  -  +  -  +  باسيلي 

B. brevis + - - + - - +  +  -  باسيلي 

B. circulans+ + + + - - -  +  -  باسيلي 

B. polymixa+ + + + - - +  -  +  باسيلي 

B. firmus+ + + + - باسيلي  -  +  متغير  متغير 

B. pumilus + + + - + - +  +  -  باسيلي 
  

 شفاف هالةقطر : هاتوليد پكتيناز توسط باكتريبررسي 
در اطراف  باكتريجداية  20ناشي از توليد پكتيناز توسط 

روز  3به مدت  موجود در محيط كشت پكتين آگار چاهك
گيري و ميانگين اين سه تكرار ثبت تكرار اندازه 3با و 

جدايه با توانايي توليد  20 اين از ).1 نمودار( گرديد
با توجه به بيشتر بودن قطر هاله،  جدايه 2يناز، تنها پكت

- توانايي بالايي را در توليد آنزيم داشتند و به عنوان جدايه

  .)1شكل( هاي برتر انتخاب شدند

با استفاده از واكنش  هاباكتري  16S rRNAتكثير قطعة 
PCR  : 16تكثير قطعة ژنيS rRNA هايها باندجدايه 

جفت باز را نشان داد  1500 يتقريبمناسب در اندازة 
 آنلاين افزارتوالي تعيين شدة قطعة ژني با نرم). 2شكل(

BLAST  موجود در وب سايتNCBI  بررسي شد و
هاي موجود در ها با ديگر باكتريدرصد شباهت جدايه

  ).3جدول (نك اطلاعاتي مقايسه گرديد با

  بحث
ري و هاي ميكروبي در فرآوها و متابوليتبكارگيري آنزيم

توليد مواد غذايي راهبردي ارزان و مقرون به صرفه است 
هايي با كه اين امر، شناسايي و معرفي ميكروارگانيسم

  ).11(طلبد ظرفيت بالاي توليد را مي

  NCBIها با بانك اطلاعاتي جدايه 16S rDNAاطلاعات مقايسة توالي قطعة ژني  -3جدول
Accession number Similarity Bacteria  Isolate 

KF150501 98% Bacillus cereus PPB 1  
KF790812 98% Bacillus subtilis PPB 2  
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  اندازة قطر هالة شفاف در اطراف چاهك موجود در محيط كشت پكتين آگار -1نمودار 

  

  
پكتين آگار و سمت چپ، هالة شفاف ايجاد شده توسط  در محيط سرئوس باسيلوسسمت راست، هالة شفاف ايجاد شده توسط جداية  -1شكل 

  در محيط پكتين آگار در روز سوم سوبتيليس باسيلوسجداية 
  

جداية توليد كنندة آنزيم پكتيناز  20در مطالعة حاضر، تعداد 
. از خاك حاوي ضايعات مركبات جداسازي و شناسايي شد

ن در كنندگي پكتيها بر اساس توانايي حلگري جدايهغربال
محيط پكتين آگار و اضافه كردن معرف لوگول انجام 

  .گرفت

اي را روي توليد و بهينه و همكاران مطالعه موكش كومار
جدا شده از  MFW7باسيلوس سازي پكتيناز توسط 

- در مطالعة ما نيز گونه. ضايعات تجاري ميوه انجام دادند

. فعاليت پكتينوليتيك بهتري را نشان دادند باسيلوسهاي 
در مطالعة كومار و همكاران بيشترين ميزان پكتيناز توليد 

درجه  35در دماي  گذاريساعت گرمخانه 72شده پس از 

در مطالعة ما نيز بهترين فعاليت پكتينازي . گراد بودسانتي
ها در منبع جداسازي باكتري. ها در همين شرايط بودجدايه

العة ما مطالعة كومار و همكاران ضايعات نشاسته و در مط
در مطالعة كومار و همكاران، جهت . ضايعات ميوه بود

بررسي توليد پكتيناز از محلول ستيل تري متيل آمونيوم 
 CTAB= Cetyltrimethyl ammonium) برومايد

bromide) 1 % ها جدايه گذاريساعت گرمخانه 24متعاقب
در حاليكه در مطالعة ما از محيط پايه پكتين . استفاده شد

غيير يافته و با اسفاده از محلول لوگول براي بررسي آگار ت
در مطالعة كومار و همكاران، . توليد پكتيناز استفاده شد
، 48، 36، 24، 12ها در مدت توليد پكتيناز توسط جدايه
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، 30، 25در دماهاي  گذاريساعت گرمخانه 120و  96، 72
هاي گراد و در غلظتدرجة سانتي 55و  50، 45، 40، 35
 pHدرصد سوبسترا و در  5/3و  3، 5/2، 2، 5/1، 1، 5/0

مورد آزمايش  5/9و  5/8، 5/7، 5/6، 5/5، 5/4، 5/3هاي 
ساعت  72بيشترين ميزان توليد پكتيناز بعد از . قرار گرفت

و  pH 5/6گراد، درجه سانتي 35گذاري، در دماي گرمخانه
-جدايهدر مطالعه ما توليد پكتيناز . سوبسترا بود% 1غلظت 

درجه  35ساعت در دماي  72و  48، 24هاي ها در زمان
در . بود pH 5و  درصد سوبسترا 1گراد، غلظت سانتي

مطالعة كومار و همكاران، تاثير منابع كربن مثل گلوكز، 
مالتوز، لاكتوز، نشاسته، گزيلوز و سوكروز و منابع نيتروژن 

ناز مثل پپتون، اوره و عصاره مخمر نيز روي توليد پكتي
مورد آزمايش قرار گرفت كه لاكتوز در تركيب با پپتون 

در حاليكه در . بيشترين تاثير را روي توليد پكتيناز داشت
مطالعة ما تاثير منابع مختلف كربن و نيتروژن روي توليد 

  ). 7( پكتيناز مورد بررسي قرار نگرفت

 
ير قطعة تكث: 1ستون (ها جدايه 16S rRNAتكثير قطعة ژني  -2شكل 
قطعة تكثير شده : 2جداية باسيلوس سرئوس، ستون  16S rRNAشده 

16S rRNA  كنترل منفي: 3جداية باسيلوس سوبتيليس، ستون(  
 

را بر روي  فعاليت پكتينازي و همكارانموتاز الاجلندي 

آنها . انجام دادند سوبتيليس باسيلوسوحشي  جداية چندين
آبميوه  ارخانةهاي كرا از خاك و فاضلاب باكتري گونة 50

ها جدايهبراي سنجش فعاليت پكتينازي،  .جداسازي كردند
 37ده شدند و در دماي در محيط پكتين آگار كشت دا

. شدند گذاريگرمخانهساعت  24مدت ه گراد بدرجه سانتي
هاي رشد يافته در پليت، ، روي كلنيگذاريگرمخانهپس از 

 50از . دمحلول لوگل ريخته ش وكلريد كلسيم يك مولار 
در وسيعتري را شفاف  هالة باكتري 4فقط  ،نمونة باكتري

فعاليت پكتينازي دهندة  كه نشان دادنداطرافشان تشكيل 
 ايجاد شرايط بهينةو همكاران براي موتاز الاجلندي . بود

. توليد آنزيم، آزمايش را در شرايط گوناگون انجام دادند
درجه  37هوازي و دماي ها در شرايط رشد اين گونه

 كشت مختلف هايساعت در محيط 24مدت ه گراد بسانتي
 و Landy broth ،Yeast extract-pectin broth همچون

M9-minimal salt medium  جهت مطالعة تاثير نوع محيط
پس از . گرفت انجامكشت و منبع كربني بر توليد پكتيناز 

 نمونه 4انجام آزمايشات بيوشيميايي و مولكولي روي اين 
هاي مختلف ها از سويهمشخص شد كه اين باكتري

 .كه با مطالعة ما مطابقت داشت هستند سوبتيليس باسيلوس
 با اين حال در مطالعة ما شرايط توليد آنزيم بررسي نشد

)1(.  

را از پكتيناز  هاي توليد كنندةباكتريو همكاران  جاناني
هاي ضايعات كشاورزي در مناطق مختلف جنوب خاك
 فعاليت پكتينازيآنها جهت بررسي . اسازي كردندجدهند 

 YEP (Yeast extract-pectin(از محيط كشت  هاباكتري

broth   گذاري گرمخانهساعت  48استفاده كردند و پس از
با افزودن لوگول و تشكيل  گراددرجة سانتي 30در دماي 

وليتيك را يني پكتهاباكتري ،كشت هالة شفاف در محيط
سازي توليد بهينه جهتعلاوه بر اين،  .دندگري كرغربال
و  pH 2/7گراد و درجه سانتي 37و  30دماهاي  از پكتيناز

تاثير . شده دساعت استفا 24- 72دت مه بگذاري گرمخانه
منابع مختلف نيتروژن و كربن از قبيل پكتين، پوست گندم 

بررسي  نيز محيط كشت پايه% 1و پوست برنج در غلظت 



 1395، 3، شماره 29جلد                                                 )                    مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

346 

گراد و درجه سانتي 37ا، آزمايش در دماي م طالعةدر م. شد
2/7 pH  انجام شد گذاري گرمخانهساعت  24-72و بمدت

ولي فقط از پكتين مركبات به عنوان تنها منبع كربن براي 
از و همكاران،  در مطالعة جاناني .توليد پكتيناز استفاده شد

 فعاليت پكتينازي گونه 3 ،باكتريايي جدا شده گونة 10
دريافتند كه توليد آنزيم در محيط كشت  آنها. ندنشان داد

ز محيط كشت حاوي پوست حاوي پوست گندم بيشتر ا
 دماي بهينه معلوم شد كه ،علاوه بر اين. دهدبرنج رخ مي

 هايآزمون. گراد استدرجة سانتي 30براي توليد آنزيم 
انتخاب . را تاييد كرد باسيلوسهاي مختلف سويهمولكولي، 

تر توليد كنندة پكتيناز در مطالعة جاناني و هاي برسويه
ي هااطراف كلني قطر هالة شفافاندازة  همكاران بر اساس

قطر  كه اندازة هاييباكتريبطوريكه،  .توصيف شد باكتري
از لحاظ  بودمتر ميلي 15كمتر از  آنها هاياطراف كلني هالة

اندازة هايي كه ، باكتريردة خيلي خوبتوليد پكتيناز در 
در  بود،متر ميلي 10هاي آنها كمتر از قطر هالة اطراف كلني

هايي كه اندازة قطر هالة اطراف كلني باكتريو  ،خوبردة 
. گرفتندضعيف قرار در ردة  بودمتر ميلي 5كمتر از  آنها

اي آنها هاله هايكلني كه در اطراف هم هاييباكتري
معيار . )4( مشاهده نشد، فاقد فعاليت پكتينازي بودند

هاي برتر توليد كنندة پكتيناز در مطالعة ما نيز انتخاب جدايه
  .  دقيقا با مطالعة اخير مطابقت داشت

گونة باكتري با فعاليت پكتينازي را  168و همكاران،  سورز
منبع . كردندجدا  از خاك و بقاياي تجزيه شدة سبزيجات

ها، پكتين كربني مورد استفاده در محيط كشت باكتري
گري معرف مورد استفاده جهت غربال .بات بودمرك

قطر هالة شفاف ناشي . هاي مولد پكتيناز، لوگول بودباكتري
ساعت  48- 72ها پس از تجزية پكتين توسط گونهاز 

 گيريدرجه سانتي گراد اندازه 30گذاري در دماي گرمخانه
بالاترين  باسيلوسهاي مختلف گونهمعلوم شده كه و  شد

 هااين  گونه پكتينازي فعاليت. ازي را داشتندفعاليت پكتين
. و دما مورد ارزيابي قرار گرفت pHتحت شرايط مختلف 

-درجه سانتي 45-55و دماي   pH 6- 7بهترين فعاليت در 

مطابقت داشت با ما  ةبا مطالع اين مطالعه. گراد مشاهده شد
گراد درجه سانتي 37هاي ما در دماي اين تفاوت كه بررسي

   .)15( نثي انجام شدخ pHو 

روي جداسازي و شناسايي اي را مطالعهو همكاران،  اآلتان
ة پكتيناز خارج سلولي از هاي توليد كنندمولكولي باكتري

. ندانجام داد در تركيه جات روغن زيتونكارخانضايعات 
هاي ترموفيليك توليد كنندة ليپاز و باسيلوسآنها توانستند 

مورد  محيط كشت .ا كنندرا جد پكتيناز خارج سلولي
 آگار و اسيدوكالداريوس باسيلوس استفاده در آن مطالعه،

)YSG (Yeast extract starch agar ها در باكتري بود كه
- 72گراد به مدت سانتي ةدرج 50در دماي اين دو محيط، 

 هاباكتري براي بررسي. گرديدگذاري گرمخانهساعت  48
حاوي پكتين مركبات  تاز محيط كش ،فعاليت پكتينازي با

 50در دماي گذاري گرمخانهروز  3-4بعد از . استفاده شد
جهت شناسايي  CTAB% 1از محلول ، گراددرجة سانتي

  . )2( هاي مولد پكتيناز استفاده شدباكتري

اي را روي توليد آنزيم مطالعه و همكاران  كواتارا
در طول تخمير باسيلوس هاي گونهپكتينوليتيك توسط 

ها در تخمير باسيلوسبا اين حال، نقش . وه انجام دادندقه
و  كواتارادر مطالعة  .قهوه بخوبي شناخته شده نيست

گرديد و  همكاران نيز از پكتين به عنوان منبع كربن استفاده
درصد پكتين مركبات كشت  1ها در محيط حاوي باكتري

 30در دماي گذاري گرمخانهساعت  48بعد از . داده شد
گري جهت غربال گراد، از محلول لوگلسانتي درجة
  .)9( با فعاليت پكتينازي استفاده شد هاباكتري

 باسيلوسو  فرميسليكني باسيلوس، و همكارانناگاراجو 
خاك حاوي  ازرا پكتيناز  با توانايي توليد سوبتيليس

آنها از محيط كشت . جداسازي كردند ضايعات سبزيجات
 PSAM= Pectinase Screening( آگار غربال كنندة پكتيناز

Agar Medium(  درجة  37در دماي گذاري گرمخانهو
- ميلي 50يدين  محلولساعت و از  24گراد به مدت سانتي

  .)8( مولار استفاده كردند
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روي توليد پكتيناز توليد  را ايمطالعه ،و همكاران روسديانا
انجام  )Bacillus firmus( فيرموس باسيلوسشده توسط 

اين باكتري را از شير گاو محلي جداسازي  آنها. ندداد
شرايط بهينه براي توليد پكتيناز توسط اين باكتري . كردند

، دما، زمان تخمير و pH محيطي مانند مختلف با متغيرهاي
محيط كشت  .هاي فلزي مورد بررسي قرار گرفتتاثير يون

 بهترين فعاليت پكتينازي اين .پكتين بود% 1 باكتري محتوي
گراد و زمان سانتي ةدرج 40- 50، دماي pH 7- 8باكتري در 

- ميلي 8مولار روي، ميلي 2 افزودن .ساعت بود 18تخمير 

 نيز كشت محيطبه  مولار پتاسيمميلي 2مولار منيزيم و 
  .)12( گرديدباكتري  پكتينازي باعث بهتر شدن فعاليت

  گيرينتيجه

اي جهت جداسازي ترديد، خاك منبع گستردهبي
 .هاي صنعتي استهاي توليد كنندة آنزيمميكروارگانيسم

كشور ما با توجه به تنوع اقليمي از اين موهبت بسيار غني 
هاي بومي برتر توليد كنندة آنزيم جداسازي سويهبا  .است

در  توان، ميزيستي هاي مهندسيو اعمال روش پكتيناز
 صرفپرم اين آنزيم توليد سازيبومي سازي وجهت بهينه
در مطالعة حاضر دو گونة باكتري با توانايي  .گام برداشت

. زي و معرفي شددر توليد پكتيناز، جداسامطلوب 
و  دستيابي به شرايط بهينه توليد ايربتحقيقات بيشتري 

مورد نياز  هاي مذكورتوسط جدايه آنزيم موثر اين كينتيك
به تفصيل مطالعه  تواند توسط ساير محققيناست كه مي
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Abstract 

Pectinases belong to the pectolytic enzymes which breakdown pectin polysaccharide 
present in plant tissues. Pectinase enzymes are the most widely used in food industries 
to produce fruit juice, tea, coffee, and oil. Bacteria are interesting sources in production 
of industrial enzymes. The aim of the present study was to isolate and molecular 
identify pectinase enzyme producing bacteria from soil. In this study, soil samples 
containing citrus peels were collected from some regions of Golestan province. The 
optimized pectin agar medium was used to isolate pectinase producing bacteria. 
Pectinase activity was indicated by the diameter of clear, hydrolyzed zones on the 
medium plates containing citrus pectin by adding Lugol's iodine. Bacterial isolates with 
higher pectinase activity were identified by 16S rRNA sequencing method. 20 out of 30 
bacterial isolates revealed pectinase activity. All of the isolates were identified based on 
biochemical tests. Among them, 2 isolates had higher pectinase activity with regard to 
increase in the diameter of clear zone. Molecular studies indicated that the isolates were 
Bacillus cereus and Bacillus subtilis. In this study, two species of bacteria were 
introduced with suitable ability in pectinase production. Further studies are needed to 
assay the enzyme kinetics under a set of several conditions. 
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