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-دی -بتا-4،1-اندوجهت تولید آنزیم  AGh1 سویه باسیلوسسازی محیط کشت بهینه

 های آنو تعیین ویژگی گلوکاناز

 2و آرون گویال 1محسن واعظ ،*1، جعفر همت1حسن دیبا

 یفناورستیپژوهشکده ز ران،یا یو صنعت یعلم یهاتهران، سازمان پژوهش ران،یا 1

 علوم زیستی و مهندسی زیستیهند، گروه  یگواهات یموسسه فناور ،یآسام، گواهات ،هند 2

 19/09/1402تاریخ پذیرش:  04/05/1402تاریخ دریافت: 

 چکیده

-، یکی از آنزیمشودمیشناخته  انداز در تجزیه سلولزکه به عنوان آنزیم چگالی به حرارت مقاوم گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندوآنریم 

 باسیلوس حاصل از گلوکاناز-دی-بتا-4،1-پایداری حرارتی آنزیم اندوآید. در این پژوهش، های پرکاربرد در صنعت به شمار می

نه سازی سپس تولید آنزیم طی دو مرحله بهیبررسی شد. بود،  جداسازی شده استان اردبیل که از چشمه آبگرم   AGh1 سویه

 سپس   وتعیین برمن،  -پلکت آزمونعوامل اثر گذار بر تولید آنزیم توسط سبوس برنج و عصاره مخمر  به عنوان نخست، گردید. 

 87/14و  8/58یب ترتدو منبع اثر گذار بر تولید آنزیم شامل بهاین  مقدار بهینه شد. سازی بهینه محیط کشت با روش سطح پاسخ

ا  حفظ کرد. رخود  پایداری درصد  94الی  83،  10الی  pH 6 و  گراد درجه سانتی 60دمای آنزیم در شد.  گرم در لیتر مشخص

میکرومول  16/10 ± 12/0آنزیم ت فعالیدر این شرایط  . بود 6/5گراد و درجه سانتی 70بهینه برای فعالیت آنزیم به ترتیب  pHدما و 

-دی-بتا-4،1-اندوتوان تولید آنزیم  AGh1 سویه باسیلوسبود. در این پژوهش مشخص شد که باکتری  لیتردر دقیقه در میلی

با توجه به  رزان دارد.ابا فعالیت نسبتاً مناسب با استفاده از ماده اولیه سبوس برنج به عنوان پسماند صنایع کشاورزی و  گلوکاناز

اربرد بالا کپتانسیل  بابه عنوان آنزیمی آنزیم تولیدی ، pHدامنه وسیع در مطلوب و خصوصیت مقاومت حرارتی آنزیم فعالیت 

 معرفی شد که نیازمند مطالعات تکمیلی است.

 گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو، پایداری حرارتی ، سلولاز،باسیلوس کلمات کلیدی:

  j.hemmat@gmail.comمسئول، پست الکترونیکی:  ه* نویسند

 مقدمه
شترین مقدار  ستی مریپلبی مربوط به  موجود روی زمین زی

 100که تولید تقریبی ( 21، 12) سللللولزی اسلللتترکیبات 

یارد تن در سللللولز در . (12) سلللال را به همراه دارند میل

، (13) شودها دیده میها و قارچطبیعت بین گیاهان، جلبک

ن درصللد ترکیبات کربن دار را به عنوا 40طوریکه حدود به

عنصر ساختمانی و شکل دهنده دیواره سلولی در گیاهان به 

ه ترکیبات سلللولازها ک. (12)خود اختصللاد داده اسللت 

صنعتی ترین آنزیمشکنند، یکی از مهمسلولزی را می های 

ستی  شمار رفته برای اکثر فرآیندهای تبدیل زی و در  (1)به 

صلللنایع مختلظ ن یر  ذا و نوشلللیدنی،  ذای حیوانات، 

 .نسللاجی، چرم، کا ذ و خمیر کا ذ کاربرد وسللیعی دارند

سلولز را میپلی توان به عنوان منبع ارزشمندی از گلوکز مر 

اولیگوسلللاکاریدی قابل تخمیر در یا دیگر ترکیبات مونو و 

ید حلال تانول، اسلللتون و بوتانول نیز دانسلللت. تول های ا

صورت بهشکنند، های سلولازی که فیبر سلولزی را میآنزیم

من ور فعالیت سللله و برای این  کردهخارج سللللولی عمل 

-Endo-1,4 )(EC 3.2.1.4) گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو آنزیم

β-D-glucanase)، لوکللانللاز-دی-بتللا-4،1-وگزا  EC) گ

3.2.1.91)( Exo-1,4-β-D-glucanase) گلوکوزیداز-بتا و (EC 

3.2.1.21)( β-glucosidase) صللورت به توالی وم به صللورت
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. از (6، 11)کننللد عمللل می( Synergistic action) افزا هم

که جایی ندو آنزیم آن تا-4،1-ا ناز-دی-ب کا صلللورت به گلو

شللکل زنجیره سلللولزی های داخلی بیتصللادفی به بخش

های های جدید الیگوساکاریدی با طولحمله کرده و زنجیره

نزیم چگالی انداز به آ بین سلللولازها، کندایجاد می متفاوت

 .(17)معروف بوده و بیشترین کاربرد را در صنایع دارد 

که  به این جه  بهبا تو تأثیر  بالا  مای  کاهش د سلللزایی در 

بات،  یاری از ترکی یت بسللل ته و افزایش حلال ویسلللکوزی

واکنش در  بازدهی ،مری داردخاد پلی بالاخص ترکیبات

رتبط مهای صنعتی و بسیاری از واکنش دمای بالا بیشتر بوده

سیاری(. 20، 17) شوندمرها در دمای بالا انجام میبا پلی  ب

هللایی کلله در دمللای بللالا فعللال هسلللتنللد، از از آنزیم

سم ست آمده  ترموتولرنتیا  ترموفیلهای میکروارگانی به د

هایی که بر شللرایط سللخت فای  میکروارگانیسللم. چنین اند

های جدید از جمله آنزیم های خاددارای ویژگی ،آیندمی

احتمال  که( 25، 7) هسللتند ویژهو مسللیرهای بیوشللیمیایی 

های متناسلللب با فرآیندهای صلللنعتی در داشلللتن ویژگی

 .(29)برد را بالا می آنها های حاصل ازآنزیم

های پایدار در دمای یابی به آنزیممطالعاتی در زمینه دسلللت

های ترموفیل یا ترموتولرنت حاصللل بالا از میکروارگانیسللم

شمه ست. های آباز چ شده ا  دا و همکارانزموگرم انجام 

 CH43 باسللیلوسفعالیت سلللولازی حاصللل از دو سللویه 

(Bacillus sp. CH43 )و HR68 (Bacillus sp. HR68 )

شده  سازی  شمهجدا سی  گرم زیمباوههای آباز چ را برر

و  5/6الی  pH 5در کرده و بیان داشتند که بهینه این فعالیت 

. (19)بود.  گراددرجه سلللانتی 70و  65به ترتیب در دمای 

ایزوپتریکولا واریللابیلیس   عزیزی و همکللاران بللاکتری
IDAH9 (Isoptericola variabilis ) گرم های آبچشللمهرا از

سللازی محیط جداسللازی کردند و به بهینه دهلران در ایلام

-بتا-4،1-اندوآنزیم کشللت این سللویه جهت بهبود تولید 

این میکروارگانیسم ز پرداختند و بیان کردند که گلوکانا-دی

 گرم در لیتر 9بیشللترین میزان تولید سلللولاز را در  ل ت 

CMC ،6/5  ،درصد توئین  6/0گرم در لیتر آمونیوم سولفات

آنزیم همچنین بیان داشتند که . رددرصد سوکروز دا 2و  80

گراد درجه سلللانتی 65سلللاعته در دمای  1تولیدی پایداری 

کاران. (4) رددا یان و هم یه که آزاد باسلللیلوس  سلللو
را از یکی AMF-07 (Bacillus licheniformis ) لچینیفورمیس

اند، بیان  کردهگرم استان کرمان جداسازی های آباز چشمه

حاصلللل از  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو نموده اند که آنزیم

درجه  80تا  40 به ترتیب pHاین سویه در رنج وسیع دما و 

ما و  10الی  6سلللانتی گراد و  عال بوده و د به  pHف نه  بهی

و  شلللاجهان. (3)دارد  9گراد و درجه سلللانتی 70ترتیب 

 بللاسلللیلوس لچینیفورمیسهمکللاران بللاکتری ترموفیللل 

(Bacillus licheniformis ) نده آنزیم سللللولاز را از ید کن تول

شمه سازی کرده و پس های آبیکی از چ گرم در هند جدا

میزان فعالیت آنزیم  RSMسلللازی محیط کشلللت با از بهینه

ایرفان و همکاران . (26)ند. برابر افزایش داد 3سلولاز را تا 

 AK9 باسلللیلوس آمیلولیکوئیفشلللیانس سلللویه باکتریایی

(Bacillus amyloliquefaciens ) شمه آب گرم تاتاپانی را از چ

-دی-بتا-4،1-اندو ند کهکشمیر پاکستان جداسازی کرددر 

به  pHحاصللل از این سللویه در رنج وسللیع دما و  گلوکاناز

فعال بوده و  6الی  3درجه سللانتی گراد و  70تا  50 ترتیب

به برای فعالیت آنزیم بهینه  pHدر دما و آن حداکثر پایداری 

سانتی 50ترتیب  در  .(15)گزارش کرده اند  5گراد و درجه 

های جهت بررسلللی امکان اسلللتفاده از قابلیت این پژوهش

سیلوس شده بود  AGh1سویه  با سازی  ، (8)که از قبل جدا

حاصللل  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندوپایداری حرارتی آنزیم 

سللازی بهینههای مختلظ بررسللی شللد. سللپس pHاز آن در 

از پسماند صنایع کشاورزی باکتری با استفاده محیط کشت 

و بیشللتر  به عنوان منابع ارزان قیمت جهت تولید اقتصللادی

، آن. پس از انجام شلللد گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندوآنزیم 

یت عال تا هایف یدازی-ب کا ذی و گلوکوز  بررسلللی فیلتر 

 نیز مطالعه شد.حاصل از این سویه 

 مواد و روشها

 باسیلوس سویه باکتریایی: یابی به سویه باکتریاییدست
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AGh1 محیط مندل و   و که از قبل جداسلللازی شلللده بود

سرول  صد در دمای منفی  15گلی سانتی گراد  80در درجه 

 ، در این پژوهش استفاده شد.(8) دشنگهداری می

 با روش  گلوکناز-دی-بتا-4،1-سننن ش فعالیت آنزیم اندو

CMC/DNS  :یت آنزیم  بررسلللی عال ندوف تا-4،1-ا -دی-ب

 CMC/DNS (Carboxymethyl بللا روش گلللللوکللانللاز

cellulose/Dinitrosalicylic ) ل محلومن ور، بدین .شلللدانجام

CMC-Na بافر به مولار  05/0 در    مورد آزمون pHمختص 

شد.  سترا در لوله آزمایش ریخته  لیترمیلی 5/0تهیه  سوب از 

سترا  لیترمیلی 5/0سپس شد  سوب محلول حاوی آنزیم به 

فه و  قه در دمای مورد آزمون قرار گرفت.  30اضلللا  3دقی

دقیقه  5به لوله آزمایش اضافه شده و  DNSمحلول  لیترمیلی

در آب جوش قرار داده شللد و سللریعاً به یخ در حال  وب 

آب مقطر به لوله لیتر میلی 20ن منتقل شلللد. پس از افزود

آزمایش و صفر کردن اسپکتروفتومتر، جذب نوری در طول 

پس از محاسللبه مقدار قند  خوانده شللد.نانومتر  540موج 

 بر مبنای CMC-Naآزاد شده فعالیت آنزیم روی سوبسترای 

حد بین المللی در هر میلی لیتر قه در  وا )میکرومول در دقی

 . (9، 8)محاسبه شد(( mL 1-µmol min-1لیتر )میلی

 گلوکاناز در-دی-بتا-4،1-بررسی پایداری حرارتی آنزیم اندو

pH4،1-اندوپایداری حرارتی فعالیت آنزیم : های مختلف-

ساعت در  8و  6، 4، 2های صفر، در زمان گلوکاناز-دی-بتا

های pH در CMC/DNSبا روش درجه سانتی گراد  60دمای 

این مرحله فعالیت آنزیمی در سللنجش شللد. در  10و  8، 6

ه و با گذشللت زمان، درصللد در ن ر گرفت 100زمان صللفر 

در باقیمانده به عنوان پایداری حرارتی  فعالیت آنزیم میزان 

pH  شد.های مورد آزمون بررسی 

واحد  رسم منحنی رگرسیون خطی: سازی محیط کشتبهینه

نده کلنی در هر میلی ید ده جذب نوریتشننک یه  پا : لیتر بر 

های کشت مورد من ور تلقیح یکسان ماده تلقیح در محیطبه

ت در محیط کشلل AGh1باسللیلوس  بررسللی، ابتدا از باکتری

شت آگار ( Luria-Bertani)برتانی -لوریا شبانه تهیه و ک خطی 

 20برتانی براث با حجم -لوریایک کلنی در محیط کشلللت 

تلقیح شد. لیتر میلی 50لیتر در فالکون با ظرفیت اسمی میلی

سپس هر  صله پس از تلقیح و  جذب ساعت یکبار  2بلافا

چگالی سلللولی با روش و  نانومتر 600در طول موج نوری 

انجام شد. شرایط کشت  شمارش کلنی با تکنیک پور پلیت

دور در  150 ربا سللرعت شللیکگراد درجه سللانتی 37دمای 

قه  مده، ( RPM)دقی به دسلللت آ له  عاد به م جه  با تو بود. 

واحد تشکیل  810برابر با ضریبی از  جذب نوریکه یهنگام

نده کلنی در هر میلی   Colony Forming)(CFU mL-1)لیتر ده

Unit per milliliter) در درصد حجمی/حجمی  1 به میزان ،بود

 شد.های کشت مورد بررسی تلقیح میمحیط

 بررسی امکان استفاده

: اولیهبه عنوان ماده پسماندهای کشاورزی باکتری از 

به عنوان پسماندهای سبوس برنج، سبوس گندم و کاه برنج 

-اندوبرای تولید جهت امکان استفاده باکتری کشاورزی 

 وجود عناصر ضروریبررسی شدند.  گلوکاناز-دی-بتا-4،1

-اندو برای تولید آنزیم (18) موجود در محیط کشت مندل

. بدین من ور .(8)نیز ارزیابی شد گلوکاناز-دی-بتا-4،1

 استفاده ازبا  (1)جدول  هشت محیط کشت مختلظ

 Sodium-)(Na-CMC)سدیم -کربوکسی متیل سلولز

carboxymethyl cellulose) ،کاه ، سبوس برنج، سبوس گندم

مندل و عناصر ضروری  ترکیبات پایه محیط کشت، برنج

 10به میزان  CMC-Naز ( تهیه شد. مقدار استفاده ا2)جدول 

و مقدار استفاده از سبوس برنج، سبوس گندم و گرم در لیتر 

برای استفاده از  بود.گرم در لیتر  25کاه برنج به میزان 

ها و کاه، ابتدا آنها را با استفاده از دستگاه آسیاب کن، سبوس

متر( عبور داده میلی 297/0) 50آسیاب کرده و از الک با مش 

زمان ، دما، حجم محیط کشت و دور همزن در pHشدند. 

 100گراد، درجه سانتی 37، 6سازی به ترتیب برابر با بهینه

مایر در ارلن هادور در دقیقه بودند. بررسی 150و  لیترمیلی

-محیط شد.انجام می لیترمیلی 250با ظرفیت اسمی  داربافل

گراد با درجه سانتی 37های کشت پس از تلقیح در دمای 
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انکوبه شدند. پس از  ساعت 48به مدت دور در دقیقه  150

 g 5000×های کشت با گذشت زمان انکوباسیون، محیط

-دی-بتا-4،1-سانتریفیوژ شده و سنجش فعالیت آنزیم اندو

حاصل از سوپرناتانت انجام شد. محیط کشتی که  گلوکاناز

سازی شد برای بهینه هبیشترین فعالیت آنزیمی در آن مشاهد

 انتخاب شد. گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندوتولید آنزیم 

 
 مندل محیط کشتو عناصر ضروری ترکیبات پایه  -1جدول 

 عناصر ضروری ترکیبات پایه

 گرم در لیتر()میلیمقدار  ترکیب ردیظ (گرم در لیترمقدار ) ترکیب ردیظ

1 4SO2)4(NH 4/1 1 O2.7H4ZnSO 4/1 

2 4PO2KH 2 2 2CoCl 2 

3 2CaCl 3/0 3 O2.7H4FeSO 5 

4 O2.7H4MgSO 3/0 4 O2.H4MnSO 56/1 

5 Tween 80 3/0    

عناصر ضروری معرفی شده در  ساخته شده برای بررسی امکان استفاده از پسماند شکاورزی و ضرورت وجود کشت مختلظ هایمحیط -2جدول 

 AGh1سویه  باسیلوساز  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندومحیط کشت مندل جهت تولید آنزیم 

 مشخصات شماره محیط کشت

 عناصر ضروریو  CMC-Naبه همراه مندل ترکیبات پایه محیط کشت  1

 CMC-Naبه همراه  مندلترکیبات پایه محیط کشت  2

 عناصر ضروریبه همراه سبوس گندم و  مندلترکیبات پایه محیط کشت  3

 به همراه سبوس گندم مندلترکیبات پایه محیط کشت  4

 عناصر ضروریبه همراه سبوس برنج و  مندلترکیبات پایه محیط کشت  5

 به همراه سبوس برنج مندلترکیبات پایه محیط کشت  6

 عناصر ضروریبه همراه کاه برنج و  مندلترکیبات پایه محیط کشت  7

 به همراه کاه برنج مندلترکیبات پایه محیط کشت  8

 : های آماریسازی محیط کشت با استفاده از آزمونبهینه

 )(RSMسطح پاسخ ) بورمن و-ابزارهای آماری ن یر پلکت

Response Surface Methodology)  به ترتیب برای مشخص

سازی شرایط برای تولید کردن فاکتورهای اثرگذار و بهینه

-استفاده می طور گستردهها، بهمیکروارگانیسمها از متابولیت

سایزینگ -های آماری، استپ(. بین آزمون29،16،2شوند )

-برای مشخص کردن جهت اثر فاکتورها بر یکدیگر و دست

تر به نقطه هدف با استفاده از اثر تر و اقتصادییابی سریع

ازی سبرای بهینه. (5)متقابل فاکتورها بر یکدیگر کاربرد دارد 

، pHاستفاده شد.  تبنرم افزار مینی 18نسخه  از محیط کشت

سازی به دما، حجم محیط کشت و دور همزن در زمان بهینه

 150و  لیترمیلی 100گراد، درجه سانتی 37، 6ترتیب برابر با 

دار با ظرفیت مایر بافلها در ارلندور در دقیقه بودند. بررسی

جهت تعیین فاکتورهای ابتدا شد. لیتر انجام میلی 250اسمی 

 باسیلوس سویه گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اثرگذار بر تولید اندو

AGh1 برمن -طراحی پلکتبا  فاکتوریل طراحی از 

(Plackett-Burman )تعیین ضرایب اثر  استفاده شد. پس از

 تکنیک بهبود شرایط کشت با ،بین فاکتورهای اثرگذار متقابل

انجام  RSM سازی نهایی بابهینه سایزینگ انجام شد.-استپ

 tای یک نمونه صحت نتایج آزمون با استفاده از آزمون و

در این پژوهش  شد. بررسیبا شش تکرار برای میانگین 

در فرآیند  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندومیزان فعالیت آنزیم 

سازی محیط کشت به عنوان شاخصی بر میزان تولید بهینه

 این آنزیم در ن ر گرفته شد.

https://doi.org/10.22034/cmr.2025.2295


 1404، 2، شماره38جلد                                                 مجله پژوهشهای سلولی و مولکولی )مجله زیست شناسی ایران(                          
2025.2295cmr./10.22034DOI:                127-142مقاله پژوهشی، صفحات 

-دی-بتا-4،1-و دمای بهینه فعالیت آنزیم اندو pHبررسی 

در محیط کشت بهینه در  AGh1باسیلوس  سویه: گلوکاناز

-در ارلن گراددرجه سانتی 37در دمای  لیترمیلی 200حجم 

ر ددور  150و  لیترمیلی 500دار با ظرفیت اسمی مایر بافل

 برداری در زمانی که بیشترینکشت داده شد. نمونهدقیقه 

 بود، مشاهده شدهدر کشت میکروارگانسیم فعالیت آنزیمی 

 درجه 60انجام شد. بررسی بهینه فعالیت آنزیمی در دمای 

رسی و بر 2/0با فواصل  10الی  4های pHگراد در سانتی

 درجه 5با فواصل  90الی  40دمای بهینه فعالیت در دمای 

 گراد انجام شد.سانتی

  بررسی فعالیت

: گلوکوزیداز و بررسی فعالیت اثر بر فیلتر کاغذی-بتا

 200در محیط کشت بهینه در حجم  AGh1باسیلوس  سویه

دور در دقیقه  150گراد و درجه سانتی 37در دمای  لیترمیلی

کشت  لیترمیلی 500دار با ظرفیت اسمی بافل مایردر ارلن

برداری در زمانی که بیشترین فعالیت آنزیمی داده شد. نمونه

انجام شد.  بود، مشاهده شدهدر کشت میکروارگانسیم 

و بررسی ( β-glucosidase)گلوکوزیداز -بتا بررسی فعالیت

 (Filter paper assay )(FPaseذی )فیلتر کا اثر بر فعالیت 

و دمای بهینه  pHدر  (12)تولید قند جهت سنجش قدرت 

 ارزیابی شدند. گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو الیتفع

 نتایج

در  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-بررسی پایداری حرارتی آنزیم اندو

pH4،1-پایداری حرارتی فعالیت آنزیم اندو: مختلف های-

ساعت در  8و  6، 4، 2های صفر، زمانطی  گلوکاناز-دی-بتا

 pHبافری مختص به  درجه سانتی گراد در سیستم 60دمای 

در  آنزیماست.  نشان داده شده 1در شکل  10و  8، 6های 

pH 6 89/3ساعت به ترتیب  8و  6، 4، 2های در زمان ± 

 18/13 ± 78/1و  47 ± 52/5، 26/63 ± 73/3، 59/90

های در زمان pH 8درصد فعالیت خود را حفظ کرده بود. در 

 39/59 ± 16/4، 36/83 ± 57/2ساعت به ترتیب  6و  4، 2

درصد از فعالیت خود را حفظ کرده بود  36/26 ± 43/2و 

های در زمان pH 10و در ساعت هشتم  یر فعال شده بود. در 

 ± 6/10، 35/94 ± 58/13ساعت به ترتیب  8و  6، 4، 2

درصد فعالیت  76/20 ± 11/3و  25/50 ± 14/2، 69/67

با توجه به نتایج، رفتار مقاومت  .خود را حفظ کرده بود

بیشتر از مقاومت حرارتی  10و  6های pHحرارتی آنزیم در 

 بود. pH 8در 

 
 10و  8، 6های  pHدر  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-پایداری حرارتی آنزیم اندو -1شکل 
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 : سازی محیط کشتبهینه

واحد تشکید دهنده کلنی در هر  رسم منحنی رگرسیون خطی

ل اکس با استفاده از نرم افزار: لیتر بر پایه جذب نوریمیلی

واحد تشکیل دهنده کلنی در منحنی رگرسیون خطی  2019

 نانومتر 600در طول موج  لیتر بر پایه جذب نوریهر میلی

(. با توجه به 2رسم و معادله مربوطه محاسبه شد )شکل 

در طول موج  جذب نوریکه هنگامیشد منحنی مشخص 

 ی ازبود، تعداد باکتری ضریب 37/0تا  15/0بین نانومتر  600
رو  بود. از اینلیتر واحد تشکیل دهنده کلنی در هر میلی 810

 هنگامی که ،های کشتجهت تلقیح یکسان باکتری در محیط

بین دو عدد رتانی براث ب-لوریا کشت در محیطجذب نوری 

در  درصدحجمی/حجمی 1رسید، تلقیح به میزان مذکور می

 شد.های کشت مورد بررسی انجام میمحیط

بررسی امکان استفاده باکتری از سبوس برنج، سبوس گندم و 

مشخص  3در شکل با توجه به نتایج : کاه برنج در تولید آنزیم

عناصر شد که محیط کشت حاوی سبوس برنج و فاقد 

های ( نسبت به سایر محیط6)محیط کشت شماره ضروری 

طوریکه بهبالاتری داشت، کشت تهیه شده فعالیت آنزیمی 

فرآیند تخمیر بیشترین فعالیت آنزیمی را در  33در ساعت 

سازی از این رو برای ادامه روند بهینه محیط کشت نشان داد.

یط کشت، سبوس برنج به عنوان منبع سلولزی انتخاب و مح

عناصر ضروری از ترکیبات محیط کشت حذف شدند. برای 

ها در سازی محیط کشت از این مرحله به بعد نمونهبهینه

 شدند.فرآیند تخمیر بررسی می 33ساعت 

در  هابررسی: تعیین فاکتورهای اثرگذار بر تولید آنزیم

( Confidence level) 90برمن با ضریب اطمینان  -آزمون پلکت

سبوس برنج و نشان دهنده اثرگذاری معنی دار فاکتورهای 

-دی-بتا-4،1-بر میزان فعالیت آنزیم اندو عصاره مخمر

نتایج مربوط به  3جدول  .ندکشت بود در محیط گلوکاناز

 های کشت طراحی شده در آزموندر محیطفعالیت آنزیم 

حاصل از ( Pareto) نمودار پرتو 4شکل و برمن  -پلکت

 دهند.ها را نشان میتحلیل داده

 

 

 

 نانومتر 600 در طول موج جذب نوری بر پایه لیتر(چگالی سلولی )واحد تشکیل دهنده کلنی در هر میلیمنحنی رگرسیون خطی  -2شکل 
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 ساعت اول فرآیند 48ی ط های کشت مورد بررسیدر محیط (لیترمیکرومول در دقیقه در میلیفعالیت آنزیمی ) روند تعییرات -3شکل 

 
 برمن  -پلکتها در آزمون حاصل از تحلیل دادهپرتو نمودار  -4شکل 

برای بهبود شرایط آنزیم از : شرایط تولید آنزیم هینه سازیب

 تعیینطوریکه برای هاستفاده شد، بسایزینگ -استپتکنیک 

 گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندودو فاکتور مؤثر بر تولید  ضرایب

سبوس برنج و عصاره مخمر و همچنین از بین بردن یعنی 

 بر ضرایب این دو فاکتور، اثر بالقوه فاکتورهای  یر مؤثر

 Level Factorial-2) طراحی فاکتوریل دو سطحیآزمون 

Design) نقطه مرکزی 5 با (5 center points ) با استفاده از

 فرض پیش رت مولدصوبهتب نرم افزار مینی 18نسخه 

(Default generator ).بالاو حد پایین مقادیر حد  طراحی شد 

مقادیر گرم در لیتر،  5/12و  5 به ترتیب سبوس برنجبرای 

گرم  6و  3عصاره مخمر به ترتیب  برای بالاو حد  پایینحد 

مقادیر سایر فاکتورها برابر با محیط کشتی بود که در لیتر و 

دیده شده برمن  -پلکت مونزبیشترین فعالیت آنزیمی در آ

. نتیجه طراحی (3در جدول  15)محیط کشت شماره  بود
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در حاصل محیط کشت بود که به همراه نتایج  9آزمایش 

 های کشت بافعالیت آنزیمی محیط نتایجآمده اند.  4جدول 

با تحلیل شدند.  دو طرفهصورت بهو  95ضریب اطمینان 

سبوس برنج و عصاره برای  ، ضرایبهاتوجه به تحلیل داده

 بود. 74/0و  64/0با مخمر به ترتیب برابر 

 

و واحد فعالیت آنزیمی در ستون نتایج  گرم در لیترصورت )مقادیر به فاکتوریل دو سطحیطراحی های کشت تهیه شده برای آزمون محیط -4جدول 

 (.است لیترمیکرومول در دقیقه در میلی

 Blocks CenterPt RunOrder StdOrder سبوس برنج عصاره مخمر نتایج

68/3 6 5 1 1 1 3 

48/0 3 5/12 1 1 2 2 

98/2 3 5 1 1 3 1 

45/4 5/4 75/8 1 0 4 5 

76/4 5/4 75/8 1 0 5 8 

74/5 6 5/12 1 1 6 4 

12/4 5/4 75/8 1 0 7 6 

26/4 5/4 75/8 1 0 8 9 

34/4 5/4 75/8 1 0 9 7 

 

و  64/0برابر با  سبوس برنجبرای  ضرایباز آنجاییکه که 

های ارزشبود، محاسبه  74/0برابر با  برای عصاره مخمر

های کشت جهت تهیه محیط( Coded value) شدهکدگذاری 

 صورت  یل انجام شد:مختلظ برای بهبود شرایط کشت به

مربوط به  ارزش کدگذاری شده ،4با استفاده از فرمول 

 محاسبه شد: عصاره مخمر

𝐶𝑜𝑑𝑒𝑑 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 𝑜𝑓 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡 =
𝑆𝑡𝑒𝑝 𝑠𝑖𝑧𝑒 𝑖𝑛 𝑎𝑐𝑡𝑢𝑎𝑙 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 𝑓𝑜𝑟 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡

𝐻𝑎𝑙𝑓 𝑜𝑓 𝑡ℎ𝑒 𝑟𝑎𝑛𝑔𝑒 𝑜𝑓 𝑅𝑖𝑐𝑒 𝑏𝑟𝑎𝑛
 (4) 

 بنابراین:

𝐶𝑜𝑑𝑒𝑑 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 𝑜𝑓 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑟 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡 =
6 − 3

3.75
= 0.8 

 

 محاسبه شد:عصاره مخمر مربوط به  شده( Coded variable)متغیر کدگذاری ، 5با استفاده از فرمول 

𝐶𝑜𝑑𝑒𝑑 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 𝑓𝑜𝑟 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡

=
𝐶𝑜𝑒𝑓. 𝑜𝑓 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡

𝐶𝑜𝑒𝑓.  𝑜𝑓 𝑅𝑖𝑐𝑒 𝑏𝑟𝑎𝑛
 × 𝐶𝑜𝑑𝑒𝑑 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 𝑜𝑓 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡 

(5) 

 بنابراین:

𝐶𝑜𝑑𝑒𝑑 𝑣𝑙𝑢𝑒 𝑓𝑜𝑟 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡 =
0.74

0.64
 × 0.8 = 0.925 

 محاسبه شد:عصاره مخمر مقدار مربوط به  استپ سایز، 6با استفاده از فرمول 
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𝐶𝑜𝑑𝑒𝑑 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 𝑓𝑜𝑟 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡 =
𝑆𝑡𝑒𝑝 𝑠𝑖𝑧𝑒 𝑖𝑛 𝑎𝑐𝑡𝑢𝑎𝑙 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 𝑓𝑜𝑟 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡

𝐻𝑎𝑙𝑓 𝑜𝑓 𝑡ℎ𝑒 𝑟𝑎𝑛𝑔𝑒 𝑜𝑓 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡
 (6) 

 بنابراین: 

0.914 =
𝑆𝑡𝑒𝑝 𝑠𝑖𝑧𝑒 𝑖𝑛 𝑎𝑐𝑡𝑢𝑎𝑙 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 𝑓𝑜𝑟 𝑌𝑒𝑎𝑠𝑡 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡

1.5
 

 استپ سایز مربوط به مقدار سبوس برنج ≈ 4/1                          نهایت:و در 

 
، به ازای هر 6الی  3حاصل از معادلات  با توجه به نتایج

تغییر کرد.  عصاره مخمرواحد از  4/1، سبوس برنجواحد از 

ساخته شده و فعالیت  5های کشت جدول از این رو محیط

با . بررسی شددر آنها  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-آنزیم اندو

 تهیه شده، محیط کشت مختلظ 16توجه به نتایج حاصل از 

 گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندوآنزیم  فعالیتمشخص شد که 

بیشترین بازدهی را  هنگامی AGh1باسیلوس  توسط سویه

گرم در لیتر و عصاره مخمر  57 که سبوس برنج به میزاندارد 

مقدار به با توجه به اینکه گرم در لیتر باشد.  8/22به میزان 

دست آمده عصاره مخمر عدد بالایی بود و این احتمال وجود 

از حد فاکتور عصاره مخمر  سایزینگ-استپطی داشت که 

گرم  57 میزانفاکتور سبوس برنج به  بهینه عبور کرده باشد،

کوس عدر جهت مو فاکتور عصاره مخمر  ثابتدر لیتر، 

تا اثر این تغییر بر میزان  تغییر داده شد سایزینگ-استپ

 . بررسی شود گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو فعالیت

 

و واحد فعالیت آنزیمی در ستون نتایج گرم در لیتر رت صو)مقادیر بهو نتایج مربوطه  سایزینگ-استپهای کشت ساخته شده از روی محیط -5جدول 

 (.است لیترمیکرومول در دقیقه در میلی

 نتایج

 سطوح فاکتورها

Step کدگذاری شده واقعی 

 سبوس برنج عصاره مخمر سبوس برنج عصاره مخمر

 مقادیر کنونی 0 0 5/12 6 15/5

29/5 4/7 25/16 925/0 8/0 1 

38/5 8/8 20 85/1 6/1 2 

43/5 2/10 75/23 775/2 4/2 3 

57/5 6/11 27 7/3 4 4 

68/5 13 75/30 625/4 6/5 5 

87/5 4/14 5/34 55/5 2/7 6 

95/5 8/15 25/8 475/6 8 7 

18/6 2/17 42 5/7 8/8 8 

27/6 6/18 75/45 425/8 6/9 9 

39/6 20 5/49 931/9 4/10 10 

54/6 4/21 25/53 275/10 2/11 11 

71/6 8/22 57 2/11 12 12 

62/6 2/24 75/60 125/12 8/12 13 

52/6 6/25 5/64 05/13 6/13 14 

34/6 27 25/68 975/13 4/14 15 
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تهیه و فعالیت  6جدول های کشت بدین من ور، محیط

 آنزیمی در آنها بررسی شد.

برنج و  سبوسداشتن با ثابت نگه تهیه شدههای کشت محیط -6جدول 

احد و وگرم در لیتر صورت )مقادیر به تغییر در فاکتور عصاره مخمر

 .است( لیترمیکرومول در دقیقه در میلیفعالیت آنزیمی در ستون نتایج 

 میزان فعالیت مقدار عصاره مخمر ردیظ

1 8/22 57/6 

2 4/21 61/6 

3 20 65/6 

4 6/18 62/6 

5 2/17 54/6 

6 8/15 67/6 

7 4/14 78/6 

8 13 84/5 

9 6/11 49/5 

10 2/10 98/4 

11 8/8 79/4 

12 4/7 75/4 

13 6 64/4 

 

مشخص شد که افزایش عصاره  6های جدول با توجه به داده

افزایش گرم در لیتر در محیط کشت،  4/14تا  6مخمر از 

حد  ناز این رو، محدوده بی را به همراه داشت. فعالیت آنزیم

زیم سازی تولید آنجهت بهینه RSMدر آزمون پایین و حد بالا 

به  AGh1باسیلوس توسط سویه  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو

 :شدصورت  یل در ن ر گرفت 

 گرم در لیتر 75/60و  25/53 سبوس برنج:  مقادیر برای

 گرم در لیتر 8/15و  13عصاره مخمر:  مقادیر برای

 با استفاده از آزمونسازی محیط کشت جهت تولید آنزیم بهینه 

RSM  : آزمونRSM مرکزی مرکب طراحی با تکنیک 

(CCD )(Central Composite Design ) با دو فاکتور متغیر سبوس

 75/60و  25/53برنج با مقادیر به ترتیب حد پایین و حد بالا 

پایین و عصاره مخمر با مقادیر به ترتیب حد گرم در لیتر و 

نرم افزار  18 با استفاده ازگرم در لیتر  8/15و  13 حد بالا

محیط کشت توسط  13طراحی شد. در این آزمون  تبمینی

 .ندآمده ا به همراه نتایج 7نرم افزار معرفی شد که در جدول 

های کشت طراحی شده با نتایج فعالیت آنزیمی محیط

که  تحلیل شدند ت دو طرفهصورو به 95 ضریب اطمینان

بود، در  (Lack-of-fit) عدم برازشحاکی از بی معنی بودن 

به اتمام رسیده بود.  RSMسازی پیش از مرحله نتیجه بهینه

و طرح ( Contour plot)های طرح کانتور نمودار 5شکل 

سبوس  را مبنی بر اثر متقابل دو فاکتور( Surface Plot)سطحی 

-بتا-4،1-اندوبر میزان فعالیت آنزیم برنج و عصاره مخمر 

ها نشان دهد. نموداردر محیط کشت نشان می گلوکاناز-دی

سبوس برنج و عصاره  هنگامی که مقادیر دو فاکتور می دهند

 2/7د، آنزیم فعالیت بیشتر از ندر حد بهینه باشمخمر 

خواهد داشت. از این رو  لیترمیکرومول در دقیقه در میلی

شش محیط کشت با مقادیر میانگین )سبوس برنج برابر با 

گرم در  87/14و عصاره مخمر برابر با لیتر گرم در  5/58

یک  ( تهیه و صحت نتایج آزمون با استفاده از آزمونلیتر

نتایج مبنی بر که تحلیل  شد برای میانگین بررسی tای نمونه

محیط کشت فرمول ر بود. در نهایت بینی نرم افزاصحت پیش

گرم در  4SO2)4(NH ،6/0 گرم در لیتر 4/1 بهینه شده شامل

 رم در لیترگ 2CaCl ،3/0 رم در لیترگ 4PO2KH ،3/0 لیتر

O2H.74MgSO ،4 گرم در لیتر  87/14پپتون،  رم در لیترگ

لیتر میلی 2/0 و گرم در لیتر سبوس برنج 8/58عصاره مخمر، 

Tween 80 .بود 

-دی-بتا-4،1-اندو و دمای بهینه فعالیت آنزیم pHبررسی 

الی  pH 4در  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندوفعالیت :  گلوکاناز

گراد انجام شد. درجه سانتی 60دمای  در 2/0با فواصل  10

برای فعالیت آنزیمی بود. همچنین  6/5بهینه  pHنتایج بیانگر 

-درجه سانتی 5با فواصل  90الی  40فعالیت آنزیم در دمای 

 70ایج بیانگر بهینه فعالیت در دمای تبررسی شد که نگراد 

و دمای  pH(. فعالیت آنزیم در 6گراد بود )شکل درجه سانتی

لیتر میکرومول در دقیقه در میلی 10 ± 12/0بهینه برابر با 

 بود.
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میکرومول در دقیقه در و واحد فعالیت آنزیمی در ستون نتایج  گرم در لیترصورت )مقادیر به CCDطراحی شده با تکنیک  RSMآزمون  -7جدول 

 (.است لیترمیلی

StdOrder RunOrder PtType Blocks فعالیت آنزیمی عصاره مخمر سبوس برنج 
8 1 1 -  1 57 3799/16  68/6  

1 2 1 1 53 13 42/6  

11 3 0 1 57 4/14  15/7  

10 4 0 1 57 4/14  37/7  

4 5 1 1 75/60  8/15  97/6  

2 6 1 1 75/60  13 75/6  

9 7 0 1 57 4/14  19/7  

13 8 0 1 57 4/14  28/7  

5 9 1 -  1 6967/51  4/14  51/6  

7 10 1 -  1 57 4201/12  14/6  

12 11 2 1 57 4/14  25/7  

6 12 1 -  1 3033/62  4/14  85/6  

3 13 1 -  1 25/53  8/15  78/6  

 الظ( ب(

  

-بتا-4،1-اندوبر میزان فعالیت آنزیم سبوس برنج و عصاره مخمر  بیانگر اثر متقابل دو فاکتور )ب( طرح سطحیو )الظ(  طرح کانتورنمودار  -5شکل 

 گلوکاناز-دی

بررسی  وگلوکوزیدازی -های بتا فعالیت  سن ش

 و لوکوزیدازگ-های بتا فعالیت سنجشبا فیلتر کاغذی: 

 pHگراد و درجه سانتی 70در دمای بررسی فیلتر کا ذی 

مشخص شد که محلول حاصل از محیط کشت باکتری ، 6/5

ر میکرومول د 16/4 ± 12/0برابر با  بتاگلوکوزیدازفعالیت 

 45/2 ± 09برابر با  FPaseو فعالیت  لیتردقیقه در میلی

 داشت.لیتر میکرومول در دقیقه در میلی

 بحث

های پایدار در یابی به آنزیممطالعات بسیاری در زمینه دست

های ترموفیل یا ترموتولرنت دمای بالا از میکروارگانیسم

 CH43 باسیلوس دا و همکاران دو سویهزموانجام شده است. 

(Bacillus sp. CH43و ) HR68 (Bacillus sp. HR68 ) مولد

گرم زیمباوه جداسازی کردند. های آبسلولاز را از چشمه

 5/6الی  5بهینه فعالیت  pHسلولاز حاصل از هر دو سویه 

 را داشتند. دمای بهینه فعالیت برای آنزیم حاصل از سویه

 در مورد و گراددرجه سانتی 65برابر با  HR68 باسیلوس

 بود. گراددرجه سانتی 70برابر با  CH43 باسیلوس  سویه

درجه  50در دمای  CH43باسیلوس  آنزیم حاصل از سویه

 باسیلوس سویهحاصل از و  10الی  pH 6در بازه گراد سانتی

HR68  (13) فعالیت داشتند 8الی  6در بازه. 
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 الظ(

 

 ب(

 
حاصل از لیتر( ر درقیقه در میلید)میکرومول  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو)ب( فعالیت گراد( )درجه سانتیبهینه )الظ( و دمای بهینه  pH – 6شکل 

 AGh1 باسیلوسسویه محیط کشت بهینه 

 

 ژئوباسیلوس ترمولورانس تای و همکاران سویه باکتریایی

4T (4TGeobacillus thermoleovorans  ) را از پساب کارخانه

نیشکر در تایوان جداسازی کردند که توانایی ترشح آنزیم 

-هپایدار در حرارات داشت، ب گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندو

 10بیش از  pH 7و گراد درجه سانتی 100طوریکه در دمای 

 .(28)فعالیت اولیه خود را حفظ کرده بود  از درصد

سوکوماران و همکاران در پژوهشی مروری به بررسی 

و سلولازهای باکتریایی و نقش آنها در صنایع مختلظ 

ه و اختپرداز آنها بهترین شیوه تولید آنزیم سلولاز همچنین 

خاطرنشان کردند که تولید سلولازهای باکتریایی و استفاده 

از آنها در صنایع از ن ر اقتصادی بسیار مقرون به صرفه است. 

-4،1-اندو در این پژوهش بهترین روش برای تولید آنزیم

، تخمیر  وطه ور های باکتریاییاز سویه گلوکاناز-دی-بتا

(Submerged Fermentation ) ابراهیم و . (27) استبیان شده

2

3
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انوکسیباسیلوس  های ترموفیلاکتریب دیوانی-ال
 ، EFP1 (Anoxybacillus flavithermus EFP1) فلاویترموس

 EFP2 (Geobacillus جئوباسیلوس ترمودنیتریفیکانس

thermodenitrificans EFP2 ) جئوباسیلوس و

 EHP3 (Geobacillus استئاروترموفیلوس

stearothermophilus EFP3 ) با قابلیت تجزیهCMC  را از

گرم مصر جداسازی کردند. بهینه فعالیت های آبچشمه

و گراد درجه سانتی 75 دمایها در آنزیم حاصل از این سویه

pH 5/7 ستگی و همکاران سویهار. (14) است گزارش شده-

های کمپوست جداسازی کردند که قادر به هایی را از نمونه

های جداسازی و سبوس بودند. از میان سویه CMCتجزیه 

به دلیل دارا بودن  WSUCF1 جئوباسیلوس یشده، سویه

بالاترین میزان تولید و فعالیتّ سلولازی در محیط کشت مایع 

دمای بهینه برای فعالیّت  و انتخاب ،هانسبت به دیگر سویه

درجه  70 حاصل از آنز گلوکانا-دی-بتا-4،1-اندو آنزیم

. (24) کردندگزارش  5 را بهینه آن pHو راد گسانتی

 ی ترموفیلپودوسوکورسکایا و همکاران به بررسی سویه

( Fervidobacterium riparium) فرویدوباکتریوم ریپایریوم

ی آب گرم سلولولیتیک هوازی جداسازی شده از چشمه

گراد درجه سانتی 65فعالیت آنزیم را ی دمای بهینه ه وپرداخت

 موف  به جداسازی گوآر و تیواری. (22) کردندگزارش شده 

ترموفیل و قلیادوست از  زگلوکانا-دی-بتا-4،1-اندو تولید و

 RG-07 (Bacillusباسیلوس والیسمورتیس  باکتری

vallismortis RG-07 ) .دما و آنها شدندpH  ّبهینه برای فعالیت

. کردندگزارش  7و گراد درجه سانتی 65به ترتیب  را آنزیم

-درجه سانتی 95درصد فعالیّتش را در دمای  75این آنزیم 

عزیزی و همکاران طی . (10)کرد حفظ می pH 9با گراد 

های سلولوتیک از پژوهشی موف  به جداسازی باکتری

های آب گرم دهلران در ایلام شدند. در این پژوهش چشمه

های تولید کننده سلولاز پرداخته به  ربالگری میکروارگانیسم

سپس محیط کشت باکتری که از قدرت بالاتر  ،شد

 و پس از شناسایی کرده بهینهرا  سلولوتیک برخوردار بود

 IDAH9 ایزوپتریکولا واریابیلیساسازی شده را  دسویه ج

(Isoptericola variabilis IDAH9 ) این کردندنامگذاری .

 9میکروارگانیسم بیشترین میزان تولید سلولاز را در  ل ت 

 6/0گرم در لیتر آمونیوم سولفات،  CMC ،6/5 لیترگرم در 

درصد سوکروز داشت. آنزیم تولیدی  2و  80درصد توئین 

. (4) داشتگراد درجه سانتی 65ساعته در دمای  1پایداری 

 AMF-07 باسیلوس لچینیفورمیس و همکاران سویه آزادیان

(Bacillus licheniformis )های آب گرم را از یکی از چشمه

 گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندواستان کرمان جداسازی کرند. 

تا  40 به ترتیب pHحاصل از این سویه در رنج وسیع دما و 

بهینه  pHفعال بوده و دما و  10الی  6درجه سانتی گراد و  80

شاجهان و . (3) داشت 9گراد و درجه سانتی 70به ترتیب 

تولید  باسیلوس لچینیفورمیسهمکاران باکتری ترموفیل 

گرم در هند های آبکننده آنزیم سلولاز را از یکی از چشمه

 RSMسازی محیط کشت با جداسازی کرده و پس از بهینه

مقدار ند. برابر افزایش داد 3میزان فعالیت آنزیم سلولاز را تا 

 سازی شاملهینهمحیط کشت پس از بمورد بررسی در مواد 

گرم در لیتر میلی CMC ،06/25گرم در لیتر  21/19

O2H.62CaCl  20لیتر در لیتر میلی 96/2وTween  (62) ندبود .

باسیلوس  ایرفان و همکاران سویه باکتریایی

را از AK9 (Bacillus amyloliquefaciens ) آمیلولیکوئیفشیانس

در کشمیر پاکستان ( Tatta Pani)چشمه آب گرم تاتاپانی 

حاصل از  گلوکاناز-دی-بتا-1،4-اندو ند کهجداسازی کرد

درجه  70تا  50 به ترتیب pHاین سویه در رنج وسیع دما و 

در آن فعال بوده و حداکثر پایداری  6الی  3سانتی گراد و 

-درجه سانتی 50به ترتیب برای فعالیت آنزیم بهینه  pHدما و 

پایداری حرارتی آنزیم پژوهش این در  .(15)بود  5گراد و 

سویه باکتریایی حاصل از  گلوکاناز-دی-بتا-1،4-اندو

 60در دمای که از قبل جداسازی شده بود  AGh1باسیلوس 

آنزیم . شدارزیابی  10و  8، 6های pHگراد در درجه سانتی

 ± 89/3ساعت به ترتیب  8و  6، 4، 2های در زمان pH 6در 

 18/13 ± 78/1و  47 ± 52/5، 26/63 ± 73/3، 59/90

های در زمان pH 8درصد فعالیت خود را حفظ کرده بود. در 

 39/59 ± 16/4، 36/83 ± 57/2ساعت به ترتیب  6و  4، 2
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. بود درصد از فعالیت خود را حفظ کرده 36/26 ± 43/2و 

 58/13ساعت به ترتیب  8و  6، 4، 2های در زمان pH 10در 

 76/20 ± 11/3و  25/50 ± 14/2، 69/67 ± 6/10، 35/94 ±

نتایج حاکی از ان  درصد فعالیت خود را حفظ کرده بود.

سویه حاصل از  گلوکاناز-دی-بتا-4،1-اندواست که آنزیم 

علاوه بر پایداری حرارتی بالا،  AGh1باسیلوس  باکتریایی

با توجه به نتایج داشت.  pHتوان فعالیت در محدوده وسیع 

های در زمان pH 4در این پژوهش و مطالعه قبلی که آنزیم 

درصد  71 ± 75/3، 69/86 ± 4/5ساعت به ترتیب  4و  2

رسد سویه ، به ن ر می(8) فعالیت خود را حفظ کرده بود

داشت  pHحاضر قابلیت عملکردی مناسبی در طیظ وسیع 

 باشد.

توجه روزافزونی برای استفاده از ضایعات و پسماندهای 

کشاورزی به عنوان منابع اولیه بالقوه برای کشت 

ها و تولید ترکیبات با ارزش افزوده بالا وجود میکروارگانیسم

 هستندها کمپلکسی آنزیمی از سه گروه سلولاز. (23، 1)دارد 

توانند پیوندهای و می کردهافزایی عمل طور همهکه ب

 ها شاملگروهرا هیدرولیز نمایند. این  ß(1→4) گلوکوزیدی

اندوگلوکاناز، سلوبیوهیدرولاز و بتا گلوکوزیداز  -4و1بتا 

در این پژوهش امکان استفاده از سبوس برنج،  (.30د )هستن

سبوس گندم و کاه برنج به عنوان پسماند صنایع کشاورزی 

-دی-بتا-4،1-اندوت تولید آنزیم و ماده اولیه ارزان جه

با توجه به بررسی شد.  AGh1باسیلوس از سویه  گلوکاناز

 های کشتمحیطفعالیت آنزیم در نتایج مشخص شد که 

برنج، چه در حضور عناصر ضروری معرفی  حاوی سبوس

به عنوان محیط کشت پر  (18)شده در محیط کشت مندل 

های تجزیه کننده کاربرد در جداسازی میکروارگانیسم

نسبت به سایر و چه فاقد این عناصر ضروری،  سلولاز

بالاتری داشت های کشت تهیه شده فعالیت آنزیمی محیط

(. بین این دو 2در جدول  6و  5 کشت شماره هایمحیط)

محیط، محیط کشت فاقد عناصر ضروری دو مزیت جهت 

ن انتخاب برای ادامه روند پژوهش داشت، اول اینکه بیشتری

فعالیت آنزیمی در محیط کشت زودتر مشاهده شده بود و 

دیگری اینکه نیازی به عناصر ضروری به عنوان ماده اولیه 

 برای فرآیند تخمیر نبود.

-اندوجهت تولید  سازی محیط کشتبهینهدر این پژوهش 

 AGh1باسیلوس حاصل از سویه  گلوکاناز-دی-بتا-4،1

برنج و عصاره انجام و مشخص شد که فاکتورهای سبوس 

 گلوکاناز-دی-تاب-4،1-اندودار بر تولید آنزیم مخمر اثر معنی

طوریکه پس از اتمام به دارند. AGh1باسیلوس از سویه 

 2/7بیشتر از سازی محیط کشت فعالیت آنزیم مراحل بهینه

ر از برابر بیشت 3/1لیتر شد که میکرومول در دقیقه در میلی

با  حاوی سبوس برنج بود.فعالیت در محیط کشت اولیه 

م توان استنباط کرد که آنزیتوجه به نتایج این پژوهش می

نتی درجه سا 60به عنوان آنزیمی پایدار در دمای معرفی شده 

 70بهینه دمای ، با (10الی  4) pHوسیع محدوده گراد و 

ه ، قابلیت توسع6/5برابر با  pHگراد و بهینه درجه سانتی

 دارد. کارگیریهمطالعات و ب

 سپاسگزاری

به خاطر  مرکز مطالعات و همکاریهای علمی بین المللیاز 

مصوب شماره  حمایت از این مطالعه  در قالب طرح 
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Abstract 

Thermostable Endo-1,4-β-D-glucanase, known as a density reducer in cellulose 

degradation, is one of the most widely used enzymes in industries. In this study, the 

thermostability of Endo-1, 4-β-D-glucanase from Bacillus sp. AGh1 isolated from a hot 

spring in Ardabil province, Iran, was evaluated. Then, rice bran and yeast extract were 

determined as the effective factors for enzyme production by the Plackett-Burman, and 

optimization of the culture medium was performed by Response Surface Methodology. 

The amounts of two effective factors for producing the enzyme were 58.8 and 14.87 g L-

1, respectively. The optimum temperature and pH for enzyme activity were 70 ̊C and pH 

5.6, respectively. Accordingly, Bacillus sp. AGh1 can produce endo-1,4-β-D-glucanase 

enzyme from rice bran as a cheap raw material with suitable activity. Consequently, the 

enzyme is functional over a wide range of pH and may be applied, which needs more 

studies. Thermostable Endo-1,4-β-D-glucanase, known as a density reducer in cellulose 

degradation, is one of the most widely used enzymes in industries. In this study, the 

thermostability of Endo-1, 4-β-D-glucanase produced by Bacillus sp. AGh1, which was 

isolated from a hot-spring in Ardabil province, Iran, was evaluated. The enzyme 

production was optimized through two steps. Rice bran and yeast extract were determined 

as the effective factors for enzyme production by the Plackett-Burman method, and 

optimization of the culture medium was performed by the Response Surface 

Methodology. The amounts of the mentioned effective factors for producing the enzyme 

were 58.8 and 14.87 g L-1, respectively. The optimum temperature and pH for the enzyme 

activity were 70 ̊C and pH 5.6, respectively. Accordingly, Bacillus sp. AGh1 can produce 

endo-1,4-β-D-glucanase enzyme from rice bran as cheap raw material with suitable 

activity. Consequently, the enzyme has functional at the wide range of pH and may be 

applied which needs more studies. 

Keywords: Bacillus, Cellulase, thermostability, Endo-1, 4-β-D-glucanase 
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