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تخمير  با روش AV10سويه  باسيلوس آرئوسبهينه سازي آماري توليد سلولاز به وسيله 
  آنو تعيين خصوصيت نسبي  سلولزيضايعات حالت جامد 
  1زهرا كرمي و ٭1، ارسطو بدويي دلفارد2و1خرنجاني فاطمه آزاديان

 شناسي زيست گروه علوم، دانشكده كرمان، باهنر شهيد دانشگاه كرمان، 1

  انجمن پژوهشگران جوان كرمان، باهنر شهيد دانشگاه ،كرمان 2

  8/8/95 :تاريخ پذيرش  14/12/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
 به عنوان باسيلوس آرئوس در اين مطالعه .ترين آنزيمهاي صنعتي براي اكثر فرآيندهاي تبديل زيستي هستندسلولازها يكي از مهم

اين باكتري بر اساس . جداسازي و شناسايي شددر كرمان وه كننده سلولز از چشمه آبگرم گرترموفيل تجزيه بهترين باكتري
شرايط توليد آنزيم سلولاز . شناخته شد باسيلوس آرئوس به عنوان rRNA S16 يابي ژن بيوشيميايي و توالي -تستهاي ميكروبي

عوامل قابل  نوانبه ع MgSO4مخمر و ، رطوبت، عصارهpH. ت جامد مورد بررسي قرار گرفتلباكتري در تخمير حااين توسط 
پاسخ  - روش سطح. برمن مشخص شدند -طراحي پلاكت به وسيله Fpaseتوجه در فعاليت اندوگلوكاناز، اگزوگوكاناز و 

)RSM(  و طرح تركيبي مركزي)(CCD  كه نتايج  سازي توليد آنزيم مورد استفاده قرار گرفتسطح جهت بهينه 5عامل و  4با
در حالت بهينه . نشان داددرصد  65/1، 4/61، 29/0 ،2/6به ترتيب را مخمر و عصاره، رطوبت pH ،MgSO4محدوده بهينه 

 7 به ترتيبو دماي بهينه آنزيم در هيدروليز كاه گندم  pH. آمد به دست CMCase،(U/ml)  1203/561 بيشترين مقدار توليد
  . آمد به دستگراد درجه سانتي 60و

  يل،  تخمير حالت جامد، كاه گندمبرمن، ترموف-طرح پلاكت: كليدي ه هايواژ

  badoei@uk.ac.ir : ، پست الكترونيكي03433222032: تلفن مسئول، نويسنده *

  مقدمه
ترين آنزيمهاي صنعتي هستند كه سلولازها يكي از مهم
، (EC:3.2.1.91)ا سلوبيوهيدرولازه شامل سه نوع مختلف
- و بتا CMCase (EC:3.2.1.4)اندوگلوكانازها يا 

 ).22( دباشنمي (EC:3.2.1.21)گلوكوزيدازها 
را در  β(1-4) تصادفي باندهاي  به طوراندوگلوكانازها 

فعاليت گيري براي اندازه. كنندمولكول سلولز هيدروليز مي
- ميسلولز استفاده متيلكربوكسيسوبستراي اين آنزيم از 

. شودنيز گفته مي CMCaseآن به همين دليل ه ب شود،
د سلوبيوز اگزوسلوبيوهيدرولازها در بيشتر موارد يك واح

 به عنوان  Avicelگيري آن ازكه جهت اندازه كنندرا آزاد مي
 به وسيلهشود و در آخر سلوبيوز سوبسترا استفاده مي

همچنين فعاليت هر . شودبتاگلوكوزيداز به گلوكز تبديل مي
-همزمان با استفاده از كاغذ صافي اندازه به طورسه آنزيم 

 و 23، 10(گويند مي FPaseكه به اين روش  شودگيري مي
ترين آنزيمهاي تجاري هستند كه در سلولازها مهم). 30

سازي، تخمير الكلي، صنعت غذا، نساجي، پالپ و كاغذ
غلات، داروسازي، صنايع آبجوسازي و مالت سازي 

يك مانع مهم در كاربرد سلولازها ). 27( شونداستفاده مي
صد از هزينهدر 50هزينه بالاي توليد آن است كه بيشتر از 

شود و استفاده تجاري از هاي كلي هيدروليز را شامل مي
تخمير حالت جامد ). 38(كند اين آنزيمها را محدود مي

ها روي ذرات جامد در غياب يا كمبود رشد ميكروارگانيسم
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شود و براي توليد محصولات مختلف از آب تعريف مي
ب در محتواي آ. )29، 7( شودجمله آنزيمها استفاده مي

. درصد متفاوت است 40- 80تخمير حالت جامد بين 
 درصد است 95وري بيش از محتواي آب در تخمير غوطه

اگرچه معايبي در تخمير حالت جامد وجود دارد، ). 33(
مانند كشت طولاني و دشوار بودن شناسايي پارامترهاي 

جذاب و تخمير حالت جامد فرآيندي بسيار  تخميري، اما
چون با استفاده از ضايعات كشاورزي و . جايگزين است

 مي آيدهاي فرآيند پايين سوبسترا هزينه به عنوانغذايي 
سازي شرايط تخمير مشكل اصلي در توسعه بهينه). 6(

 تأثيربرخي از پارامترها كه با توجه به . فرآيند است
سازي شوند شامل شرايط اقتصادي آنها بر فرآيند بايد بهينه

و ) ، دما و زمان كشتpH، وبترط(محيط كشت مثل 
) منابع كربني و نيتروژني به ويژه(تركيبات محيط كشت 

پاسخ امروزه در دنيا  -سازي سطحروش بهينه. باشدمي
اي از اين روش در واقع مجموعه. كاربرد فراواني دارد

 به طورآماري است كه  تجربي، رياضي و استنتاج روشهاي
وري اروند مطالعات فنسازي در اي براي بهينهيندهآفز

چند  داين روش مي توان). 39( شودبرده ميبه كار  زيستي
با در نظر گرفتن اثرات  همزمانعامل را در چند سطح 
اي كه نتايج در محدوده آن و ناحيه متقابل آنها بررسي كند

در  .بعدي نشان دهدشكل يك سطح سهه بقرار دارند را 
 Bacillus سط سويهتوليد آنزيم سلولاز تواين مطالعه 

aerius ا استفاده از ضايعات كشاورزي در فاز تخميري ب
سطوح  تأثيرو  حالت جامد مورد مطالعه قرار گرفت

 به عنوان  MgSO4، رطوبت، عصاره مخمر وpHمختلف 
آنزيم با روش طراحي بر روي توليد  مؤثرفاكتورهاي 

  . آزمايش قرار گرفت موردپاسخ - سطح به شيوهآزمايش 

 د و روشهاموا

در اين : لولازمولد س هايبرداري و جداسازي باكترينمونه
پژوهش براي جداسازي باكتريهاي ترموفيل مولد آنزيم 

سلولاز از چشمه آبگرم گروه در شهرستان جيرفت در 
 دقيقه 56 و درجه 57 جغرافياي مختصات استان كرمان با

شمالي با دماي  عرض دقيقه 5 و درجه 29 و شرقي طول
بعد از . گراد نمونه برداري صورت گرفتدرجه سانتي 72

منبع كربن از  به عنوان CMC تهيه محيط كشت حاوي
 به مدتنمونه چشمه آبگرم به محيطهاي مايع تلقيح شد و 

- درجه سانتي 50يك هفته در انكوباتور شيكردار در دماي 

تركيبات محيط كشت . قرار گرفتند rpm150 گراد و دور 
  : )16( زير است به شرحب مقطر در يك ليتر آ

MgSO4 0.05 carboxymethylcellulose, 0. 5; yeast 
extract, 0.05; NaNO3, 0. 1, 1; K2HPO4, 0. 1; 

ساعت  48 به مدتگراد درجه سانتي 50پليتها در دماي 
آمدن هاله شفاف در اطراف كلنيها  به وجود. انكوبه شدند

د آنزيم سلولاز آگار نشانگر توليCMC در محيط حاوي 
است كه سبب هيدروليز كربوكسي متيل سلولز موجود در 

براي . نمايدمحيط شده و يك هاله شفاف ايجاد مي
 20پليتها به مدت  ،تشخيص باكتريهاي ايجادكننده هاله

و  هدرصد قرار گرفت 5/0رد دقيقه در حضور معرف كنگو
باكتريهاي . يك مولار رنگبري شدندNaCl پس از آن با 

سازي به محيطهاي ايجاد كننده هاله انتخاب و براي خالص
 .)9( جديد منتقل شدند

ابتدا  ،شناسايي مولكولي به منظور: شناسايي مولكولي
پس  .آگار كشت داده شد  CMCدر محيط  AV10 باكتري 

از روش فنل  ژنومي DNAاستخراج  از رشد باكتريها جهت
 و  PCRنجام ا پس از ).31، 24(كلروفرم استفاده شد 

 PCRمشاهده نتايج بر روي ژل آگارز محصول واكنش 
. براي تعيين توالي و شناسايي مورد استفاده قرار گرفت

توسط شركت  DNAبا استفاده از توالي ياب  DNAتوالي 
سپس درخت فيلوژني توالي . تعيين شد) كره جنوبي(بيونير 
ي ها با توالي حاصل از جستجو در پايگاه اطلاعاتسويه

 Neighbourبا روش  4بانك ژني به كمك نرم افزار مگا 

joining 36( رسم شد( .  
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  Mega4با استفاده از نرم افزار  AV10 آرئوسباسيلوس درخت فيلوژني سويه  -1شكل 

 گندم، سبوس از: توليد سلولاز درتخمير حالت جامد 
 به عنوان ذرت، ضايعات يونجه، گندم، كاه برنج، سبوس
 آوري جمع از بعد كه شد استفاده) درصد 10( يكربن منبع

 اضافه كشت محيط به و شدند خرد مكانيكي به طريق
ميلي ليتري  250تخمير حالت جامد در ارلنهاي  .شدند

گرم  10هر كدام از اين ارلنها حاوي . )5(  انجام شد
  :سوبسترا بودند كه شامل

  10.00 g, (NH4)2SO4 0.30 g, KH2PO4 0.06 g, 

MgSO4·7H2O 0.03 gپس از تلقيح از . باشدمي سوبسترا
گراد درجه سانتي 50كشت شبانه باكتري مذكور در دماي 

  . گذاري شدندروز گرمخانه  6 به مدت

 مدت اتمام از پس آنزيم استخراج به منظور: آنزيم استخراج

 تخمير سوبستراي حاوي ارلن گذاري،نظرگرمخانهمورد زمان

 از آمده به دست عدد كسر از پس و نموده توزين را شده

 براي .آمد به دست شده تخمير توده وزن خالي، وزن

 ارلن به شده تخمير توده وزن برابر 5 آنزيم نمودن استخراج

 rpm يك ساعت در دور به مدت و كرده مقطر اضافه آب

 15 به مدتمدت  اين خاتمه از پس. شد مخلوط  130

سانتريفيوژ نموده و  g  10000 دور با را ارلن محتواي دقيقه
 ميزان گيرياندازه براي سانتريفيوژ ظروف در موجود مايع

  .)28( شد نگهداري يخچال در سلولاز فعاليت

در سنجش آنزيمي اندوگلوكانازها : سنجش آنزيمي
مخلوط واكنش    CMCase)كربوكسي متيل سلولاز ،(

كه در بافر  مي باشد  محلول سوبسترا ml  5/0محتوي
 mlآماده شده است و  7pHميلي مولار با  50فات سديم فس

به گراد درجه سانتي 50محلول آنزيم كه در دماي  5/0 
بعد از انكوباسيون واكنش با . دقيقه انكوبه شد 30 مدت
) DNS(محلول دي نيتروساليسيليك اسيد  ml1 كردن اضافه

دقيقه در حمام آبگرم  10 به مدتها اين نمونه. متوقف شد
 شدندشوند و سپس در دماي اتاق خنك جوشانده مي

تعيين  Ghoseبا روش  Fpase)(فعاليت سلولاز كل . )26(
به  Avicelفعاليت اگزوگلوكاناز با استفاده از ). 8( شد

 ml  5/0مخلوط واكنش محتوي . سوبسترا تعيين شد عنوان
محلول سوبستراست كه در بافر سديم  ml  5/0آنزيم و
يك واحد فعاليت . )26( مولار آماده شدميلي 50فسفات 

آنزيمي عبارت است از مقدار آنزيمي كه يك ميكرومول 
گلوكز را در يك دقيقه تحت شرايط استاندارد واكنش آزاد 

 .نمايدمي

طرح آزمايش پلاكت (نه سازي شرايط توليد آنزيم يبه
متغير با استفاده   8طرح آزمايش پلاكت برمن براي  ):برمن

با متغير  8اين . انجام شد) 16و1( نرم افزار ميني تباز 
، شامل رطوبته نتوجه به تحقيقات انجام شده در اين زمي
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pH ،MgSO4 ،KH2PO4،  عصاره مخمر، سبوس برنج، كاه
هر يك از اين . )39(باشد ميگندم، و ضايعات ذرت 

مورد آزمايش ) - 1(و پايين +) 1(عوامل در دو سطح بالا 
آزمايش طراحي شد و فعاليت  12در مجموع . دقرار گرفتن

نشان داده شده  1 گيري شد كه در جدولسلولازي اندازه
، pHبر اساس نتايج حاصل از طراحي پلاكت برمن  .است

متغير انتخاب  به عنوانو عصاره مخمر  MgSO4رطوبت، 
 . شدند

 برمن-سطوح متغيرهاي مورد آزمايش در طرح پلاكت -1جدول 

Variables 
(%) 

Low level 
(-1) 

High level 
(+1) 

(A) Wheat straw  5 10 

(B) Corn stover 5 10 

(C) Rice bran 5 10 

(D) KH2PO4 0.04 0.08 

(E) Yeast extract 0.5 2.5 

(F) MgSO4 0.1 0.04 

(G) Moisture content 40 80 

(H) pH 5 7 

 -سطح توسط روش شده انتخاب رهاييمتغ سازي بهينه

ارزيابي و بهينه سازي شرايط كشت با استفاده از :  سخپا
 5عامل و  4. صورت گرفت (RSM)پاسخ   -روش سطح
 باسيلوس آرئوسآزمايش در مورد   30شامل  سطح مركزي

، pHمتغيرهاي طراحي شده . مورد بررسي قرار گرفت
متغيرها و سطوح . و عصاره مخمر بودند MgSO4رطوبت، 

آمده  به دستهاي داده .ده استآورده ش 7آنها در جدول 
 1/16در اين طرح با استفاده از نرم افزار ميني تب مدل 

- منحنيهاي سطح(بعدي سازي شده و شكلهاي سهمدل
جهت بررسي رابطه ميان پاسخ و متغيرهاي مستقل ) پاسخ

يابي عددي جهت تعيين نقطه بهينه از روش بهينه. رسم شد
شامل توليد  (Y)تابع پاسخ  .افزار مذكور استفاده گرديدنرم

به آنزيم با استفاده از مدل چند جمله اي درجه دوم زير 
  .آمد دست

11.465+1205.78x1+89.8733x2+358.383x3+585.625x
4-242.142x1x1-0.710354x2x2-31.9229x3x3-
4622.29x4x4-1.47750x1x2-
52.1250x1x3+51x1x4+0.24875x2x3-5.725x2x4 

 پاسخ -و نتايج حاصل از روش سطح طرح آزمايش -7جدول 

Run 

(X1) 
yeast 

extract 
(%) 

(X2) 
Moisture 
content 

(%) 

(X3) 
Initial 
culture 

pH 

(X4) 
MgSO4.7H2O 

(%) 
Endoglucanase 
activity (U/ml) 

1 1 1 1 -1 288.1 
2 -1 1 -1 -1 417.9 
3 -1 -1 -1 -1 334.8 
4 0 0 0 0 547.3 
5 0 0 0 0 547.3 
6 1 1 1 1 363.7 
7 -1 -1 1 1 338.3 
8 1 -1 -1 -1 412.9 
9 -1 1 -1 1 334.3 

10 1 1 -1 -1 467.2 
11 1 -1 1 1 331.8 
12 0 0 0 0 547.3 
13 1 1 -1 1 422.9 
14 0 0 0 0 547.3 
15 -1 1 1 -1 288.6 
16 -1 -1 1 -1 224.9 
17 -1 -1 -1 1 278.1 
18 1 -1 -1 1 412.9 
19 1 -1 1 -1 219.9 
20 -1 1 1 1 417.9 
21 0 0 -2 0 467.7 
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22 0 0 2 0 333.3 
23 2 0 0 0 338.3 
24 0 0 0 2 422.9 
25 0 2 0 0 278.6 
26 0 0 0 0 547.3 
27 0 -2 0 0 209.5 
28 -2 0 0 0 233.8 
29 0 0 -2 -2 263.7 
30 0 0 0 0 547.3 

  

در : و دما روي فعاليت و پايداري آنزيم سلولاز pHاثر 
ميكروليتر  500به  ،فعاليت دمايي آنزيم سلولازبررسي 

 50كه در بافر سديم فسفات ) درصد CMC 1(سوبسترا 
ميكروليتر آنزيم اضافه  500مولار آماده شده است، ميلي

 به مدتگراد درجه سانتي 30-90شده و در محدوده دمايي 
پايداري دمايي در بررسي . يقه گرماگذاري شدنددق 30

دقيقه در  30 به مدتميكروليتر آنزيم را  500 ،سلولازآنزيم 
ها در دماي دماهاي مورد بررسي قرار داده وقتي همه لوله

 500 همزمان به طورتعيين شده قرار گرفتند به همه آنها 
مانده آنزيمي فعاليت باقيميكروليتر سوبسترا افزوده و 

ميزان فعاليت و پايداري آنزيم ). 16( گيري شداندازه
در بالا ذكر  آنچهمشابه با  pH 3 - 12 سلولاز در محدوده

رفته براي به كار  بافرهاي. مورد بررسي قرار گرفتشد 
  :سديم استات مختلف عبارت بودند از pHتهيه 

 5 ،4) pH 7، 6:فسفاتسديم ) 04/82= مولكولي جرم،  
pH )10، 9، 8: باز تريس) 18/174 =يمولكولجرم pH 

  )04/121= مولكولي جرم(

  نتايج و بحث
بعد از تعيين توالي، براي محصول : شناسايي مولكولي

-  از سويه در مقايسه با ساير ژنهاياي پليمرواكنش زنجيره

16S rRNA بيوتكنولوژي درخت ، موجود در مركز ملي
يك با استفاده رسم درخت فيلوژنت. فيلوژنتيكي رسم گرديد

انجام شد  Neighbour joiningبا روش  4از نرم افزارمگا 
باسيلوس آرئوس  اين سويه با جنس و گونه .)1شكل(

در مطالعات پيشين انواع . درصد دارد 98همساني بيش از 
باسيلوس متنوعي از جنسها براي توليد سلولاز از جمله 

) 12( پني سيليومو ) 32( مارينوباكتر، )18( سوبتيليس
   .گزارش شد

طور كه در همان: تعيين بهترين منبع كربن در توليد آنزيم
از بين ضايعات كشاورزي مورد  شود،ديده مي 2جدول 
را نشان بيشترين توليد آنزيم محيط حاوي كاه گندم  مطالعه

سوبسترا مورد استفاده  به عنوان كه در مرحله بعدي داد
در كشور و فراواني  با توجه كشت انبوه گندم .قرار گرفت

به اين محصول فرعي كشاورزي در كشور، استفاده از آن 
دسترس براي توليد آنزيم  يك سوبسترا ارزان و در عنوان

لي و همكاران دريافتند . باشدتوجه ميسلولاز بسيار قابل
بن براي رشد سلول و توليد كه سبوس برنج بهترين منبع كر

جو ). 20( است A-5 سباسيلوس سوبتيلي به وسيلهسلولاز 
و همكاران، مايند و همكاران گزارش كردند كه پوسته برنج 

توده كشاورزي براي توليد و سبوس برنج بهترين زيست
CMCase باسيلوس آميلوليكوفاسيئنس به وسيلهDL3  

   .است) 25( sp باسيلوسو ) 13(
 اثر منابع كربني در توليد آنزيم  -2جدول 

Substrate Activity (%) 
Dry cell mass

(mg.ml-1) 

Alfalfa straw 57 ± 0.9 66 

Corn stover 79 ± 0.8 80 

Wheat straw 100 ± 1.2 34 

Rice bran 80 ± 1.2 37 

Wheat bran 53 ± 1.1 34 

هاي موجود در بر اساس داده: طرح آزمايش پلاكت برمن
 12اي در فعاليت آنزيم سلولاز در تنوع گسترده 3جدول 

- اين متغيرها اهميت بهينه. ايش طراحي شده وجود داردآزم

 سازي پارامترهاي تخميري براي رسيدن به توليد بالاتر را
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مشاهده  6و  5، 4طور كه در جدول همان. دهندنشان مي
و  MgSO4، رطوبت، pH كنيد اين فاكتورها شاملمي

اثرات  05/0كمتر از  P valuesباشند كه با عصاره مخمر مي
- قابل توجهي بر فعاليت هر سه نوع سلولاز نشان مي مثبت

سبوس برنج، (سازي تركيبات محيط كشت بهينه. دهند
با استفاده ) عصاره مخمر، سولفات منيزيم و پتاسيم فسفات

باسيلوس از پلاكت برمن و طرح تركيبي مركزي از 
بازده ). 1(گزارش شده است  CAS1 كربنيفيلوس

CMCase طالعه بسيار بيشتر از توليد شده در اين م
CMCase  ساير باكتريهاست به وسيلهتوليد شده .

 اند كه رطوبت و دما اثر قابلگزارشهاي قبلي نشان داده
 ATCC 26921رسيتريكودرماتوجهي روي فعاليت آنزيم 

). 4(داشته است  ATCC 12892 آسپرژيلوس اوريزاو 
 ه وسيلهب مؤثرپارامتر  به عنوانو دما  علاوه بر اين رطوبت

  ).19(گزارش شده است MCG77  تريكودرما رسي

 متغير و نتايج فعاليت سلولازها در تخمير حالت جامد 8برمن براي -طرح آزمايش پلاكت -3جدول 

Run A B C D E F G H 
Endoglucanase 
activity (U/ml) 

FPA 
(U/ml) 

Exoglucanase 
activity (U/ml) 

1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 126.4 51.7 76.6 

2 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 49.8 5.0 24.9 

3 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 101.5 26.9 51.7 

4 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 204.0 124.4 149.3 

5 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 223.9 120.0 149.3 

6 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 194.0 119.4 144.3 

7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 104.5 29.9 54.7 

8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 84.6 10.0 34.8 

9 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 139.3 114.4 139.3 

10 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 117.9 43.3 68.2 

11 1 1 1 -1 1 1 -1 1 217.9 143.3 168.2 

12 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 84.6 14.4 39.3 

 برمن براي فعاليت اندوگلوكاناز-طرح آزمايش پلاكت -4جدول 

Term Effect Coef  SE Coef T P 

Constant    137.35 3.084 44.54 0.000 

(A) W.S  -16.17 -8.08 3.084 -2.62 0.079 

(B) C.S -5.72 -2.86 3.084 -0.93 0.422 

(C) R.B -5.72 -2.86 3.084 -0.93 0.422 

(D) KH2PO4 29.44 14.72 3.084 4.77 0.017 

(E) Yeast extract 51.16 25.58 3.084 8.30 0.004 

(F) MgSO4 46.85 23.42 3.084 7.6 0.005 

(G) Moisture content -50.00 -25 3.084 -8.11 0.004 

(H) pH 62.94 31.47 3.084 10.21 0.002 

 ازبرمن براي فعاليت اگزوگلوكان-طرح آزمايش پلاكت -5جدول 

Term Effect Coef  SE Coef T P 

Constant    66.88 5.513 12.13 0.001 

(A) W.S  -14.69 -7.35 5.513 -1.33 0.275 

(B) C.S -12.34 -6.7 5.513 -1.12 0.345 

(C) R.B 12.5 6.25 5.513 1.13 0.339 
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(D) KH2PO4 11.21 5.61 5.513 1.02 0.384 

(E) Yeast extract 51.18 25.59 5.513 4.64 0.019 

(F) MgSO4 36.88 18.44 5.513 3.34 0.044 

(G) Moisture content -40.23 -20.12 5.513 -3.65 0.036 

(H) pH 59.80 29.90 5.513 5.42 0.012 

 Fpaseبرمن در تعيين فعاليت -طرح آزمايش پلاكت -6جدول 

Term Effect Coef  SE Coef T P 

Constant    91.71 5.307 17.28 0.000 

(A) W.S  -16.25 -8.13 5.307 -1.53 0.223 

(B) C.S -12.44 -6.22 5.307 -1.17 0.326 

(C) R.B 10.95 5.47 5.307 1.03 0.378 

(D) KH2PO4 12.77 6.38 5.307 1.2 0.315 

(E) Yeast extract 52.74 26.37 5.307 4.97 0.016 

(F) MgSO4  36.98 18.49 5.307 3.48 0.04 

(G) Moisture content -40.13 -20.07 5.307 -3.78 0.032 

(H) pH 61.36 30.68 5.307 5.78 0.01 
 

 -سطح روش توسط شده انتخاب متغيرهاي سازي بهينه

بر اساس نتايج حاصل از طراحي پلاكت برمن  :پاسخ
و عصاره  MgSO4، رطوبت، pH) 5و  4، 3، 2 هاي جدول(

گذار در فعاليت آنزيم تأثيرمتغيرهاي  به عنوانمخمر 
سازي پاسخ براي بهينه -روش سطح. انتخاب شدند

شرايط بهينه براي توليد  .متغيرهاي انتخاب شده انجام شد
 MgSO4، رطوبت، عصاره مخمر و pHآنزيم با استفاده از 

سازي بر روي پارامتر توليد آنزيم با استفاده از تكنيك بهينه
در حالت بهينه بيشترين . تب انجام شدعددي نرم افزار ميني

مقادير . آمد به دست 1203/561 آنزيم مقدار توليد
بهينه توليد آنزيم براي رطوبت، متغيرهاي مستقل در شرايط 

، 4141/61 به ترتيب pHو  MgSO4عصاره مخمر و 
  .آمد به دست (unit/ml)  2929/6و  2980/0، 6515/1

يكي از اهداف عمده : چندگانه پاسخ سطوح سازيبهينه
 به وسيلههاي توليد آنزيم تحقيقات سلولازي كاهش هزينه

 روش يك روش اين. سازي پارامترهاي فرآيند استبهينه

 چندين تأثير تعيين، مدلها ساخت ،آزمايشها طراحي رياضي

 نياز مورد پاسخهاي براي بهينه شرايط جستجوي و عامل

سازي تركيبات محيط بهينه ،بر طبق مطالعات پيشين. است
كشت براي محاسبه اثر بر همكنش گزيلوز، عصاره 

 سيلهبه وو دما در توليد سلولاز  pHگوشت، سديم كلرايد، 
. )34( مورد مطالعه قرار گرفته است  VITRKHBباسيلوس

وقتي دو تا از متغيرها در سطح  رهاي سه بعدي پاسخنمودا
نشان  2كند در شكل مركزي ثابت و دو تاي ديگر تغيير مي

  . داده شده است
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 بر فعاليت و پايداري آنزيم سلولاز pHاثر دما و -2كلش
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و  MgSO4، رطوبت، pHدهند كه ين نمودارها نشان ميا
. دهندقرار مي تأثيرعصاره مخمر توليد آنزيم را تحت 

نمودارهاي سه بعدي حاصله در اين آزمايش از نوع 
تواند ميزان حداكثر پاسخ را نمودارهاي حداكثر است و مي
  .در محدوده انتخابي نشان دهد

الف نمودار سه - 2در شكل   :ه متغيرها در توليد آنزيمرابط
و رطوبت نشان داده  MgSO4بط به دو عامل تبعدي مر
درصد و  60با افزايش محتواي رطوبت تا . شده است

MgSO4  ميزان توليد  29/0تاCMCase در . يابدافزايش مي
- نتايج نشان مي ،ه استتحقيقي كه توسط لطيفيان ارائه شد

سطح در بيشترين  عمدتاًرين فعاليت سلولاز كه بيشت دهد
تايج كه اين ن) 19(باشد مي) درصد 70(محتواي رطوبتي 

سط سلولازهاي قارچي بسيار به نتايج گزارش شده تو
ب نمودار سه -2در شكل . )28 و 14 ،11( شباهت دارد

نشان  MgSO4ه مخمر و ربعدي مربوط به دو عامل عصا
 MgSO4ر و مان عصاره مخفزايش ميزابا  .داده شده است

ثر ميزان كدر نقطه مركزي به حدا CMCaseميزان توليد 
ج نمودار سه بعدي مربوط به دو -2در شكل . رسدخود مي

يزان با افزايش م. رطوبت نشان داده شده استو  pHعامل 
ميزان توليد  pHاري كمتر گذ تأثيردرصد و  60رطوبت تا 
CMCase  توجهي نشان داده در نقطه مركزي افزايش قابل

 به عنوانساني و همكاران با استفاده از كاه برنج . است
درصد به بيشترين ميزان  75 سوبسترا و محتواي رطوبتي

با استفاده از قارچ آسپرژيلوس ) 2/240(اندوگلوكاناز توليد 
د نمودار سه بعدي - 2در شكل . )35( فوميگاتوس رسيدند
اده شده است با نشان د MgSO4و  pHمربوط به دو عامل 

 ميزان توليد  MgSO4غلظت و افزايش  pHكاهش ميزان 

CMCaseرسددر نقطه مركزي به حداكثر مقدار خود مي .
استفاده از كاه تحقيقي كه توسط كانگ و همكارانش با در 

بيشترين ميزان توليد  ،سوبستر ارائه شد به عنوانبرنج 
CMCase )129 65در محتواي رطوبتي  عمدتاً )درصد 
-/98ضريب تعيين كلي  .)15( مشاهده شد pH 7 درصد و

 به خوبيدهد كه مدل رگرسيوني واكنش را نشان مي  97
درون  در تواند تغييرات كلي راكند و ميتوصيف مي

هر چه قدر اين . محدوده مقادير مورد مطالعه توضيح دهد
بيني تر باشد، مدل بهتر پاسخ را پيشمقدار به يك نزديك

مقايسه توليد آنزيم سلولاز در شرايط بهينه شده با  .كندمي
دهد كه با نشان مي) 1203/561(بالاترين ميزان توليد شده 
 2/8 توليد آنزيمپاسخ ميزان  - بهينه سازي به روش سطح

  .يابدافزايش مي

: و دما روي فعاليت و پايداري آنزيم سلولاز pHاثر 
الف نشان داده شده است بهينه  - 3طور كه در شكل همان

گراد، درجه سانتي 60فعاليت و پايداري آنزيمي در دماي 
ي كه از دماي به طور. مشاهده شدبراي هيدروليز كاه گندم 

گراد روند افزايش فعاليت آنزيم درجه سانتي 60تا  30
گراد درجه سانتي 70آنزيم سلولاز در دماي . مشاهده شد

روند كاهش فعاليت آنزيم . درصد كاهش فعاليت داشت 40
 80در دماهاي بالاتر ادامه داشت به طوري كه در دماي 

درصد فعاليت بهينه آنزيمي مشاهده  46درجه سانتي گراد 
 به وسيلهتوليد شده  CMCaseهينه بيشتر از اين دماي ب. شد

 به وسيلهو مشابه سلولاز توليد شده ) 37(بود  sp باسيلوس
اي بر روي سلولاز در مطالعه ).17( بود باسيلوس مگاتريوم

 و )EB3 )3باسيلوس پوميلوس سازي شده ازخالص
 60ماكزيمم فعاليت آنزيم در دماي  )L1 )21باسيلوس 

ب - 3طور كه در شكل همان .شاهده شدگراد مدرجه سانتي
-7 نشان داده شده است بيشترين فعاليت و پايداري آنزيم در

pH    9مشاهده شد در pH  ميزان قابل ه بفعاليت آنزيم
درصد از  30تقريبا  9- 12بازه توجهي كاهش يافت و در 

تر از بهينه پايين pHاين . فعاليت بهينه آنزيم مشاهده شد
CMCase  است  باسيلوس هالودورانسشده از گزارش

باسيلوس  در بررسي سلولاز جدا شده از باكتري .)2(
 6مشخص شد كه فعاليت بهينه آنزيم در  EB3پوميلوس

pH   باسيلوس آميلوليكوفاسيئنسو در  )3(بوده است  

DL3  7در pH  11(مشاهده شد.(  
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نمودار سه بعدي  )ب-3شكل . CMCaseميزان توليد  برMgSO4 هاي مختلف نمودار سه بعدي اثر متقابل محتواي رطوبتي و غلظت )الف-3شكل 

 CMCaseبر ميزان توليد  pHو  MgSO4نمودار سه بعدي اثر متقابل  )ج-3شكل CMCase بر ميزان توليد  MgSO4اثر متقابل عصاره مخمر و 
و متغير در نقطه مركزي ثابت نگه داشته در شرايطي كه د. CMCaseبر ميزان توليد  pHد نمودار سه بعدي اثر متقابل محتواي رطوبت و  -3شكل 

  شدند

  

  كليگيري نتيجه

زيم سلولاز در استفاده از  ضايعات كشاورزي براي توليد آن
خود ه بفاز تخميري حالت جامد امروزه توجه زيادي را 

دهد اين مواد حاوي تركيبات جلب كرده است كه نشان مي
تواند به توليد مواد با ارزش افزوده با ارزشي است و مي

در طي اين تحقيق يك سويه بومي كه داراي . بيانجامد
 باشد از چشمه آبگرمفعاليت سلولازي مناسب مي

 rRNA S16جداسازي گرديده و بعد از تعيين توالي ژن 

نتايج حاصل از . نامگذاري گرديد  AV10باسيلوس آرئوس

- پاسخ در بهينه- مفيد روش سطح كارآيياين تحقيق بيانگر 

از . باشدسازي شرايط توليد آنزيم سلولاز گرما دوست مي
 pH )2/6ميان شرايطي كه براي توليد آنزيم اعمال شد 

و ) درصد 4/61(، رطوبت )درصد 29/0( MgSO4، )صددر
 تأثيرساير فاكتورها به نسبت ) درصد 65/1(عصاره مخمر 

 2/8كه ميزان توليد تا يبه طورزيادي بر توليد آنزيم داشته 
سوبستراي مورد استفاده در اين . برابر افزايش پيدا كرد
ليد باشد كه با توجه به هزينه بالاي تومطالعه كاه گندم مي

 .كندآنزيم اقتصادي بودن فرآيند توليد را توجيه مي

  

 ج

 ب

د
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 پاسخ معادله درجه دوم-مدل سطح ANOVA)(نتايج جدول آناليز واريانس  -8جدول 

Source df SS MS F P 

Model 14 344764 246226 48/04 0.000 

Linear 4 69693 17423 33/99 0.000 

Square 4 238979 59745 116/56 0.000 

Intraction 6 36092 6015 11/74 0.000 

Residual error 14 7176 513 - - 

Lack of fit 10 7176 718 - - 

Pure error 4 0 0 - - 

TOTAL 29 355445 45 - - 

 پاسخ معادله درجه دوم-مدل سطح ANOVA)(نتايج جدول آناليز واريانس  -9جدول 

 Response Optimal High Low Variables 
561.1203 CMCase maximum 1.6515 2.5 0.5 Yeast extract 

  61.4141 80 40 Moisture 
  6.2929 9 5 pH 
  0.2980 0.5 0.1 MgSO4 
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Abstract 
Cellulases are important industrial enzymes for the most bioconversion processes. In 
this study, Bacillus aerius isolated and identification as the best thermophilic cellulose 
degrading bacterium from Gorooh hot spring and was identified as Bacillus aerius 
AV10 based on 16S rRNA sequence homology and microbial-biochemical tests. 
Cultivation conditions of cellulase production by Bacillus aerius AV10 in solid-state 
fermentation (SSF) were investigated. The moisture content, yeast extract, MgSO4 and 
initial culture pH were identified by Plackett-Burman design (PBD) as the significant 
factors for endoglucanase, exoglucanase and filter paper (FPA) activities. Response 
surface Methodology and central composite design by 5-level and 4-factor were used 
for the optimization of enzyme. The optimal ranges of moisture content, yeast extract, 
MgSO4 and initial culture pH were 61.4%, 1.65%, 0.29% and 6.2, respectively. Under 
the optimized conditions, maximum CMCase production was 561.12 U/ml. The optimal 
pH and temperature of the enzyme for wheat straw hydrolysis were determined to be 7.0 
and 60 °C. 
Key words: Plackett-Burman design, Thermophilic, Solid-state fermentation, Wheat 
straw 


