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  از خاك كننده سلولزباكتريهاي بومي تجزيه شناساييو جداسازي 
  1سيما عشقي و 2شهباني ظهيريحسين  ،*1عصاره رضا 

  زكرياي رازي ، مجتمع آزمايشگاهيواحد علوم وتحقيقات دانشگاه آزاد اسلاميتهران،  1
  گروه ژنتيك مولكولي، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران،  2

  3/11/91 :تاريخ پذيرش  10/4/91 :تاريخ دريافت

  چكيده 

تجزيه ) درجه سانتي گراد 37(و مزوفيليك ) درجه سانتي گراد 60( باكتريهاي ترموفيليك شناساييمطالعه حاضر جداسازي و 
سازي غنيپس از سازي متوالي رقت از روشبا استفاده  ترموفيل و مزوفيلباكتريهاي  .دهدكننده سلولز را از خاك نشان مي

باكتريهاي غربالگري  .شدندسازي خالصجداسازي و  ،محيطهاي رشد در حضور ميكروكريستالين سلولز به عنوان تنها منبع كربن
از ميان  .انجام شدبا استفاده از تكنيك زايموگرام در پليت  باكتريهاي توليد كننده آنزيم سلولاز شناسايي برايخالص سازي شده 

خارج پروتئين ميزان فعاليت آنزيم، درصد رشد و ميزان براساس  سويه مزوفيل 12ترموفيل و سويه  12 ،سلوليتيكهاي سويه
. شناسايي شدند 16S rRNAيابي ژن توالياز طريق سلولاز  بيشترين فعاليت آنزيمداراي هاي سويهو با يكديگر مقايسه سلولي 
برتر ترموفيل و  سويه .تعلق دارند Chryseobacteriumو  Bacillus ،Geobacillusجنسهاي به ها سويهنشان داد اين نتايج 

و  pH 5/6و درجه سانتي گراد  50بهينه مورد بررسي قرار گرفتند كه سويه ترموفيل در دماي  pHمزوفيل جهت شناسايي دما و 
اين باكتريها  ،آمده دستبه نتايج بر اساس  .بهترين عملكرد را نشان دادند pH 5/8و درجه سانتي گراد  37سويه مزوفيل در دماي 

     .باشندبرخوردار ميتبديل ضايعات سلوليتيك شهري و كشاورزي به مواد داراي ارزش افزوده پتانسيل لازم جهت از 

  .Bacillus ،Geobacillus ،سلولز، سلولاز، باكتريهاي سلوليتيك :هاي كليديهواژ

 reza.assareh@srbiau.ac.ir: كييالكترون پست ،44868443: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
استفاده از ضايعات ليگنوسلولزي براي توليد سوختهاي 

ي آسان، قيمت پايين و دسترسفراواني، زيستي به دليل 
. افزايش يافته استتجديدپذيري طي چند دهه گذشته 

است  ليگنوسلولزي هايتودهاصلي زيست اجزاءاز سلولز 
توليد  مناسب برايظرفيت برخورداري از به دليل  كه

 باشدسوخت سبز و پاك در سرتاسر جهان مورد توجه مي
از توليد سوخت زيستي  متعددي برايانع وم). 12 و 7، 4(

توان وجود دارد از جمله اين موانع ميسلولزي ضايعات 
هزينه بالا و عملكرد پايين  همراه با سلولزبه ساختار پايدار 

-مي ساختار پايدار سلولز. اشاره كردآنزيمهاي سلولازي 

فيزيكي و شيميايي برداشته  هايبه وسيله پيش تيمارتواند 
از طريق ايجاد توان  را ميدرحالي كه عملكرد آنزيم  ،شود

هاي طبيعي يا ميكروارگانيسمبراي محيطهاي مناسب رشد 
  ).21 و 15، 10( داددستكاري شده افزايش 

مكانيزم هيدروليز آنزيمي سلولز شامل همكاري سه آنزيم 
. باشدمي بتاگلوكوزيداز اندوگلوكاناز، اگزوگلوكاناز، و

ها تهايي مثل باكتريها، قارچها و اكتينومايسميكروارگانيسم
به صورت براي تجزيه تركيبات سلولزي اين آنزيمها را 

هم توليد ه به صورت ساختار پيچيده متصل ب نيزمجزا و 
  .)24و  22(كنندمي

تبديل درصد از كل هزينه  40لولاز بيش از وليد سهزينه ت
 .)7، 3( دربر ميگيردرا ي به بيواتانول سلولزضايعات 

مطالعات جهت جداسازي و شناسايي ميكروبهاي 
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سلوليتيك قوي ادامه دارد و ميكروبهاي سلوليتيك زيادي 
، Bifidobacterium breve ،Thielavia terrestris: مانند

Clostridium Sp. ،Bacillus Sp.،  Cellulomonas Sp.  و
تعدادي از  Bisaria and Ghose. گزارش شده است... 

قارچها و باكتريهايي كه توانايي تجزيه سلولز نامحلول در 
شرايط آزمايشگاهي را از طريق توليد سلولازهاي خارج 

 .T: هاي قارچي عبارتند از گونه. اندسلولي دارند ارائه داده

reesei  ،T. viride ،T. coningi ،Penicillium 

funiculosum ،Pulverulentum ،Fusarium solani و 
Sclerotium rolfsii .هاي باكتريايي عبارتند گونه

، Cellulomonas clostridium ،Bacillusاز
Thermonorospora ،Flavobactrium  و

Thermoactinomycetes )6(.  

هايي كه با سرعت امروزه توليد و پرورش ميكروارگانيسم
شوند مد مي هابيشتر و هزينه كمتر موجب توليد اين آنزيم

شك در آينده بسيار بي. باشدنظر بسياري از محققين مي
محصولات  نزديك شاهد توليد قند، اتانول و ديگر

هاي مواد غذايي، كاغذهاي باطله، تخميري از زباله
پسماندهاي كشاورزي نظير كاه و ديگر منابع سلولزي 

  ). 8( خواهيم بود

سازي نمونه خاك انتخاب غني -1: هدف از اين مطالعه
جداسازي باكتريهاي توليد  -2شده از پارك جنگلي چيتگر 

 -3سازي شده سلولاز از نمونه خاك غنيآنزيم كننده 
شناسايي كننده آنزيم سلولاز و مقايسه باكتريهاي توليد

  . باشد مي هاي برترايزوله

  مواد و روشها
: لزسازي و جداسازي باكتريهاي تجزيه كننده سلوغني

نمونه خاك از پارك جنگلي چيتگر در شهر تهران در ايران 
غني سازي نمونه خاك با استفاده از محيط . انتخاب شد

 3/0ليتر محلول ميلي 1) : گرم در ليتر(كشت با تركيب 
گرم  01/0گرم كلريد كلسيم،  Ш ،05/0درصد كلريد آهن 

د گرم كلري 01/0گرم كلريد پتاسيم،  01/0سولفات منيزيم، 
گرم عصاره مخمر  05/0آمونيوم،  گرم كلريد 3/0كلسيم، 

با تركيب  Nitsch’s trace elementليتر از محلول ميلي 1و 
گرم سولفات  5/0گرم سولفات منگنز،  2/2): گرم در ليتر(

گرم سولفات مس،  016/0گرم اسيد بوريك،  5/0روي، 
گرم كلريد كبالت  046/0گرم موليبدات سديم و   025/0

گرم در ليتر از  5/0اين محيط با ). 17(جام شد ان
ميكروكريستالين سلولز به عنوان تنها منبع كربن تكميل 

 NaOH 10محيط قبل از اتوكلاو با استفاده از  pH. گرديد
  . تنظيم شد 7مولار بر روي 

ليتري حاوي ميلي 100يك گرم از نمونه خاك در ارلن ماير 
ارلن به  12. تلقيح شدليتر محيط كشت استريل ميلي 50

 6اين صورت آماده و براي جداسازي باكتريهاي ترموفيل 
و براي جداسازي درجه سانتي گراد  60دماي  ارلن در

درجه سانتي گراد  37ارلن در دماي  6باكتريهاي مزوفيل 
. روز انكوبه شدند 6براي  rpm 120بر روي شيكر با دور 
حاوي محيط تازه  ليتر به ارلنميلي 1از مخلوط هر ارلن 

 فراينداين . منتقل و در همان شرايط انكوباسيون انجام شد
و بار تكرار شده و كشتهاي نهايي براي جداسازي  5

-آمده از غني به دستي باكتريهاخالص سازي مخلوط 

درصد  85/0با استفاده از كلريد سديم سازي صورت گرفته 
روش در اين . استفاده شدندسازي متوالي رقتبه روش 

بر روي  ميكروليتر 100از هر رقت رقتهاي متوالي تهيه و 
وسيله آگار ه سازي جامد شده بپليت آگار شامل محيط غني

پليتها در اسپري كرده و ) گرم در ليتر 15(بدون ماده مغذي 
پليتها . انكوبه شدنددرجه سانتي گراد  37و  60دماهاي 
كرده ساعت بررسي شده و كلنيهاي تك رشد  24پس از 

مرتبه به صورت خطي كشت داده شدند تا از  3براي 
  .  )17( خلوص آنها اطمينان كامل حاصل گردد

محيط كشت زايموگرام با : هاي سلوليتيكشناسايي باكتري
-گرم دي 1گرم سديم نيترات،  2) : گرم در ليتر(تركيب 

 5/0گرم سولفات منيزيم،  5/0پتاسيم هيدروژن فسفات، 
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گرم  2/0گرم كربوكسي متيل سلولز،  2م، گرم كلريد پتاسي
. گرم آگار تهيه شد 17پپتون مخصوص ميكروبيولوژي و 

اي بر روي اين هاي خالص شده به صورت نقطهسويه
ساعت انكوباسيون در  24محيط كشت داده شدند، بعد از 

پليتها با استفاده از گراد درجه سانتي 60و  37هايدما
آميزي شدند تا  و كنگورد رنگ Gram’s Iodineروشهاي 

هاي سلوليتيك از طريق ايجاد هاله شفاف از ديگر ايزوله
   ).9(ها شناسايي شوند ايزوله

جهت تعيين : تعيين ميزان فعاليت آنزيم و درصد رشد
درصد رشد و ميزان فعاليت آنزيم باكتريهاي مزوفيل در 

گرم  5/0حاوي  LBمحيط توليد آنزيم شامل محيط كشت 
ليتر كربوكسي متيل سلولز، و باكتريهاي ترموفيل در در 

ت ميزان عسا 24پس از  .سازي كشت داده شدندمحيط غني
بر  (DNS)نيتروساليسيليك اسيد فعاليت آنزيم به روش دي

هاي احياء كننده آزاد شده از كربوكسي قند اساس مقدار
ليتر ميلي 1مخلوط آزمايش ). 13(ين شد متيل سلولز تعي

 CMC (1(كربوكسي متيل سلولز  روليتر ازميك 500شامل 
روليتر ميك 500و  pH 5/6فسفات - درصد در بافر سيترات

 1سوپرناتانت كشت به عنوان آنزيم آماده شد، اين مخلوط 
انكوبه و واكنش با اضافه كردن محلول  oC50ساعت در 

DNS )3 دقيقه در  15ها نمونه. متوقف گرديد) ليترميلي 

انكوبه شده و براي تثبيت رنگ درجه سانتي گراد  100
پس از آنكه . دقيقه بر روي يخ قرار داده شدند 5براي 
هرنمونه در طول موج ها خنك شدند جذب نوري نمونه
شبيه نمونه  كه كاملاًدر مقابل نمونه كنترل  نانومتر 550

تهيه درجه سانتي گراد  50در  آزمايش بدون گرماگذاري
فعاليت سلولاز با استفاده از . گيري شداندازه شده بود
يك واحد از فعاليت . استاندارد گلوگز تعيين گرديد منحني

باشد كه يك ميكرومول از آنزيم معادل مقداري از آنزيم مي
  . كندگلوگز در دقيقه آزاد 

ه ليتر از محيط برداشته و بميلي 5براي تعيين سرعت رشد 
سلولها از ) g 12000ه در دقيق 30(وسيله سانتريفيوز 

- ليتر ميلييك سلولها در . سوپرناتانت جدا شدند

هيدروكسيد سديم يك نرمال به صورت محلول در آمده و 
. انكوبه شدنددرجه سانتي گراد  100دقيقه در   10براي 

دقيقه در  30(وسيله سانتريفيوز ه سلولهاي تخريب شده ب
g12000 ( آزاد شده در ن و مقدار پروتئيرسوب داده شدند

به روش لوري با استفاده از استاندارد اثر تخريب سلولها 
Bovin serum albumin     گيري شداندازهدر سوپرناتانت .

تواند شاخصي براي تعيين رشد ميمقدار پروتئين سلولي 
  ). 20و  11(باشد 

غلظت پروتئين محلول با استفاده از روش بردفورد 
(Bradford MM., 1976) براي تهيه . )5( گيري شداندازه

استفاده  Bovin serum albominاستاندارد از محلول منحني 
دقيقه  20بعد از هاي آماده شده نمونهجذب نوري . شد

-نانومتر اندازه 595طول موج  انكوباسيون در دماي اتاق در

  .گيري شد

هايي كه ايزوله: برتر هايشناسايي مولكولي ايزوله
ها سلولاز را در مقايسه با ساير ايزولهنزيم آبيشترين توليد 

يابي بخشي از ژن نشان دادند انتخاب و بر اساس توالي
16S rRNA استخراج . شناسايي شدندDNA  باكتري با
انجام  Russell (2011) و   Sambrookروش تغييراتي در 

بخشي از  تكثيرآمده جهت  به دست DNA كل). 19(شد 
 1495و  F 27به همراه دو پرايمر عمومي  16S rRNAژن 

R 14( استفاده شد(.  

27 F (5 ́GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG3)́ 

1495 R (5 ́ CTACGGCTACCTTGTTACGA 3 ́) 

 ميكروليتر 25اي پليمراز در حجم مخلوط واكنش زنجيره
ميلي مولار، از  dNTPs 4/0، از هر MgCl2 mM 5/1شامل 

 Taq DNAنانوگرم،  pmol 25 ،DNA 100هر پرايمر 
تهيه  10x PCR bufferاز  ميكروليتر5/2و  U 5/0پليمراز 

با استفاده از دستگاه ترموسايكلر طبق  PCRواكنش . شد
 94واسرشت سازي اوليه در دماي : مراحل زير انجام شد 

مل واسرشت سيكل شا 35دقيقه،  5براي درجه سانتي گراد 
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دقيقه، اتصال  1براي درجه سانتي گراد  94سازي در دماي 
دقيقه، توسعه در 1براي درجه سانتي گراد  55در دماي 

دقيقه و يك مرحله  2براي درجه سانتي گراد  72دماي 
  .)14( دقيقه 10توسعه نهايي براي 

اي پليمراز آمده از واكنش زنجيره به دستمحصولات 
يابي، از طريق شركت سيناژن به شركت جهت توالي

Sourcebioscience  فرستاده شده و به روشSanger 
آمده با استفاده از نرم  به دست هايتوالي. يابي شدندتوالي
در بانك ژن با ديگر تواليهاي موجود در اين  Blastافزار 

فيلوژني به  هايچهدرخت. ندپايگاه اطلاعاتي مقايسه شد
با استفاده از نرم افزار   neighbor-joiningروش 

CLUSTAL  در برنامهMEGA 5 23و  18( ندترسيم شد .(
 Boot strapبر اساس حداقل خطا از درخت توپولوژي 

   .تكرار بود 1000براي هر نمونه 

محيط  pHاثر :  CMCaseدما بر فعاليت آنزيم  و  pHاثر 
توليد ) CMCase(كربوكسي متيل سلولاز  فعاليتبر كشت 
ساخت از طريق برتر ترموفيل و مزوفيل  توسط سويه شده

 4محيط از  pH. هاي متغيير بررسي شدpHمحيط كشت با 
 HClو  NaOHواحدي با استفاده از  5/0با افزايش  5/9تا 
مولار تنظيم و سويه برتر ترموفيل و مزوفيل در اين  10

 50كشتهاي تهيه شده در دماي . محيطها كشت داده شدند
درجه  37 براي سويه ترموفيل و دماي درجه سانتي گراد 

 24پس از . انكوبه شدندبراي سويه مزوفيل سانتي گراد 
حاصل ) CMCase(كربوكسي متيل سلولاز فعاليت  ،ساعت

بهينه  pHگيري و هاي مختلف اندازهpHاز محيطهاي داراي 
  .تعيين شد

هاي اثر دما بر توليد آنزيم از طريق انكوباسيون محيط
. در دماهاي مختلف  بررسي شدبهينه  pHكشت با 

  60، 50، 40، 30(انكوباسيون سويه ترموفيل در دماهاي 
و انكوباسيون سويه مزوفيل در دماهاي ) گراددرجه سانتي

صورت ) گراد ، درجه سانتي50، 45، 40، 37، 35، 30(
كربوكسي متيل سلولاز ساعت فعاليت  24پس از . گرفت

)CMCase (ل از انكوباسيون در دماهاي مختلف حاص
  .گيري و دماي بهينه تعيين شداندازه

 

  
پليت زايموگرام جهت غربالگري و شناسايي باكتريهاي توليد  -1شكل 

كننده آنزيم سلولاز از طريق ايجاد هاله شفاف بر روي محيط حاوي 
CMC  وسيله ه ساعت انكوباسيون و رنگ آميزي ب 24بعد از(A) 

  Gram’s iodine (B)كنگورد و 
  نتايج 

: جداسازي و شناسايي باكتريهاي تجزيه كننده سلولز
تعدادي ايزوله باكتريايي از نمونه خاك جداسازي و خالص 

ساعت بر  24هاي انتخاب شده طي ايزوله. سازي شدند
اي روي پليت رشد كرده و كلنيهاي صاف، گرد و خامه

ليد رنگدانه در ها قادر به توبعضي ايزوله. ايجاد كردند
در بررسيهاي ميكروسكوپي، باكتريها . محيط كشت بودند

از ميان باكتريهاي . اي گرم مثبت و منفي ديده شدندميله
مزوفيل  ايزوله 12ترموفيل و  ايزوله 12خالص سازي شده 

به خوبي بر روي محيط حداقل رشد كرده و توانايي ايجاد 
شكل (هاله شفاف بر روي پليت زايموگرام را نشان دادند 

  . ها براي ادامه مطالعه انتخاب شدنداين ايزوله). 1
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 12ترموفيل و  ايزوله 12: هاي برتر  جداسازي ايزوله
اين . شدندمزوفيل بر اساس نتايج غربالگري انتخاب  ايزوله
ها بر اساس ميزان پروتئين محلول، درصد رشد، و ايزوله

-با يكديگر مقايسه شده و ايزوله CMCaseميزان فعاليت 

هايي كه بيشترين فعاليت آنزيم سلولاز را نشان دادند 
  ). 2و  1نمودارهاي (شناسايي و انتخاب شدند 
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ايزولѧѧه ھѧѧاي خѧѧالص سѧѧازي شѧѧده
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 فعاليѧѧѧѧѧѧѧѧت آنѧѧѧѧѧѧѧѧزيم

غلظѧѧѧѧѧѧѧѧت پѧѧѧѧѧѧѧѧروتئين سѧѧѧѧѧѧѧѧلولي

غلظѧѧѧѧѧѧت پѧѧѧѧѧѧروتئين محلѧѧѧѧѧѧول

  
ساعته، ميزان رشد و غلظت  24سوپرناتانت كشتهاي  CMCaseمقايسه باكتريهاي مزوفيل توليد كننده آنزيم سلولاز بر اساس ميزان فعاليت  -1نمودار 

  .دهنده درصد رشد است غلظت پروتئين سلولي نشان. پروتئين سوپرناتانت

 ايزولѧѧه ھѧѧاي خѧѧالص سѧѧازي شѧѧده
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 غلظѧѧѧѧѧѧѧѧت پѧѧѧѧѧѧѧѧروتئين سѧѧѧѧѧѧѧѧلولي

غلظѧѧѧѧѧѧت پѧѧѧѧѧѧروتئين محلѧѧѧѧѧѧول

  
ساعته، ميزان رشد و غلظت  24سوپرناتانت كشتهاي  CMCaseمقايسه باكتريهاي ترموفيل توليد كننده آنزيم سلولاز بر اساس ميزان فعاليت  -2ر نمودا

  .دهنده درصد رشد است غلظت پروتئين سلولي نشان. پروتئين سوپرناتانت
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حاصل از . PCRالكتروفورز محصولات : B؛ )6-1( استخراج شده از ايزوله هاي جداسازي شده از نمونه هاي خاك DNAالكتروفورز : A -2شكل 

  DNA 1kbماركر :  Mايزوله هاي مختلف، : 8تا 1شماره . مربوط به ايزوله هاي جداسازي شده از نمونه هاي خاك 16S rRNAژن كد كننده 
  

 
آمده از بانك جهاني ژن  به دستآمده در اين مطالعه و تواليهاي  به دست هاي ترموفيل ايزوله 16S rDNAدرخت فيلوژني رابطه بين توالي  -3شكل 

  .ترسيم شده است neighbor-joiningبه روش  MEGA 5افزار درخت با استفاده از نرم.دهدرا نشان مي
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آمده از بانك جهاني ژن  به دستآمده در اين مطالعه و تواليهاي  به دست هاي مزوفيلايزوله 16S rRNAدرخت فيلوژني رابطه بين توالي  -4شكل 

  .ترسيم شده است neighbor-joiningبه روش  MEGA 5افزار درخت با استفاده از نرم.دهدرا نشان مي
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 HClو NaOH (1 N)  محيط كشت با استفاده از  pH. دهدمحيط كشت روي توليد سلولاز را در ايزوله برتر مزوفيل نشان مي pHاثر   -4 نمودار

(1 N)  ساعت انكوباسيون در دماي  24تنظيم و بعد ازoC37  فعاليتCMCase فعاليت آنزيم به صورت درصدي . گيري شددر سوپرناتانت اندازه
  .فعاليت آنزيم نشان داده شده استاز حداكثر 

شناسايي باكتريهايي : هاي برترشناسايي مولكولي ايزوله
يابي كه فعاليت آنزيم بيشتري نشان دادند از طريق توالي

 DNAنتايج استخراج . انجام شد 16S rRNAبخشي از ژن 
 PCR محصولات. نشان داده شده است 2در شكل  PCRو 

يابي شده و تواليهاي به دست آمده در بانك جهاني توالي
اختصاص داده شده   Accession number.ژن ثبت شدند

، JQ083168 ،JQ083169: به تواليهاي ثبت شده عبارتند از
JQ083170 ،JQ083171 ،JQ083172   وJQ083173 . بر

و  PCRيابي محصولات اساس نتايج حاصل از توالي
هاي ست آمده از بانك جهاني ژن درختچهاطلاعات به د

به روش  MEGA 5افزار فيلوژنتيكي با استفاده از نرم
neighbor-joining هاي ترموفيل و مزوفيل براي سويه
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بر اساس نتايج به دست آمده از ). 4و  3شكل (ترسيم شد 
فيلوژنتيكي باكتريهاي شناسايي شده  هايترسيم درختچه

 و Bacillus ،Geobacillusبه جنسهاي 
Chryseobacterium تعلق داشتند .  
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 24بعد از . تهيه شد pH 5/8به عنوان تنها منبع كربن و با  CMCمحيط كشت حاوي . اثر دما در توليد سلولاز توسط ايزوله برتر مزوفيل  -5نمودار 

فعاليت آنزيم به صورت درصدي از حداكثر فعاليت . گيري شددر سوپرناتانت اندازه  CMCaseساعت انكوباسيون كشتها در دماهاي مختلف فعاليت 
  .آنزيم نشان داده شده است
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 HClو NaOH (1 N)  محيط كشت با استفاده از  pH. دهدز را در ايزوله برتر ترموفيل نشان ميمحيط كشت روي توليد سلولا pHاثر  - 6نمودار 

(1 N)  ساعت انكوباسيون در دماي  24تنظيم و بعد ازoC50  فعاليتCMCase فعاليت آنزيم به صورت درصدي از . گيري شددر سوپرناتانت اندازه
  .حداكثر فعاليت آنزيم نشان داده شده است
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 24بعد از . تهيه شد pH 5/6به عنوان تنها منبع كربن و با  CMCمحيط كشت حاوي . اثر دما در توليد سلولاز توسط ايزوله برتر ترموفيل - 7نمودار 

فعاليت آنزيم به صورت درصدي از حداكثر فعاليت . گيري شددر سوپرناتانت اندازه  CMCaseساعت انكوباسيون كشتها در دماهاي مختلف فعاليت 
  .آنزيم نشان داده شده است

هاي ترموفيل و ايزوله: و دما در توليد سلولاز pHاثر 
اي رشد و توليد سلولاز را در رنج مزوفيل بطور قابل توجه

  بيشترين توليد آنزيم براي. نشان دادند pHاي از گسترده
و براي سويه ترموفيل ) 4نمودار ( pH 5/8سويه مزوفيل در 

شيب تند قسمت اول . به دست آمد) 6نمودار ( pH 5/6در 
 pHها در اين نمودارها به دليل عدم توانايي رشد ايزوله

 100اين مقدار از فعاليت آنزيم . باشدمي 5/4كمتر از 
در  درصد در نظر گرفته شده و مقدار آنزيم به دست آمده

دماي بهينه براي توليد آنزيم . ها با آن مقايسه شد pHديگر 
و ) 5نمودار (درجه سانتي گراد  37براي سويه مزوفيل 
به ) 7نمودار (درجه سانتي گراد  50براي سويه ترموفيل 

درصد در نظر  100فعاليت آنزيم در اين دما . دست آمد
بت به گرفته شده و مقدار فعاليت آنزيم در ساير دماها نس

  .آن سنجيده شد

   بحث
 به  ،درگير آنزيمهاي   و پژوهش در زمينه هيدروليز سلولز 

در سالهاي اخير منافع قابل . سرعت در حال پيشرفت است

توجهي از مواد گياهي به عنوان يك منبع تجديدپذير كه 
را سوختهاي مايع  قابليت تبديل به محصولات مفيد مانند

يندهاي تبديل آاز جمله فوايد فر. آمده است به دستدارند 
زيستي از بين رفتن ضايعات سلوليتيك شهري و كشاورزي 

 .باشندكه امروزه يكي از معضلات محيط زيست مي است
ي به هايسويه 1388و همكاران در سال مهدي پور مقدم 

منظور مقايسه فعاليت آنزيمهاي تجزيه كننده ديواره سلولي 
زماني و . )1(جداسازي كردند  ريشه هاي برنج و گندماز 

ثير عوامل محيطي مختلف شامل أت 1387همكاران در سال 
جهت را و زمان كشت  pHمنابع كربني، القاكننده ها، 

 قارچ  R4سويه مطالعه ميزان فعاليت آنزيم اندوگلوكاناز در 

Aspergillus niger  در اين مطالعه . )2( بررسي كردندرا
چندين ايزوله باكتريايي با قابليت توليد آنزيمهاي سلوليتيك 

كه پتانسيل كاربرد در تجزيه مواد  گرديدخالص سازي 
جداسازي باكتريهاي جهت  باشندگياهي را دارا مي

توليدكننده آنزيم سلولاز از روش غربالگري در پليت 
ن دادند نشا 2008و همكاران در سال  Kasana .شد استفاده

تر بوده و تر و سريعآسان Gram’s iodineرنگ آميزي با 
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تر از روشهاي رنگ آميزي با جهت غربالگري مناسب
استفاده از  .)9( باشد مي HABمحلولهاي كنگورد و 

- جهت شناسايي سويه Gram’s iodineروشهاي كنگورد و 

هاي ايجاد شده در پليت هاله هاي سلوليتيك و بررسي
تر و سريع Gram’s iodineنشان داد رنگ آميزي با 

به و همكاران  Kasanaتر بوده و نتايجي مشابه با مناسب
هايي كه بيشترين فعاليت آنزيم سلولاز را ايزوله .آمد دست

. شناسايي شدند 16S rRNAاز طريق آناليز ژن نشان دادند 
ها در بانك جهاني ژن آمده از اين ايزوله به دستتواليهاي 

آمده از اين پايگاه  به دستثبت شده و بر اساس اطلاعات 
اين مشخص شد هاي فيلوژني اطلاعاتي و ترسيم درخچه

و  Bacillus ،Geobacillus به جنسهايها سويه
Chryseobacterium رندتعلق دا. Rastogi  و همكاران در

و علوفه ذرت مناسبترين  نشان دادند سلولز 2010سال 
در جنسهاي   CMCaseسوبسترا جهت افزايش فعاليت 

Bacillus sp. وGeobacillus sp. در ). 16( باشندمي
گزارشات معدودي از توليد آنزيم  اين تحقيقبررسيهاي 

 به دست Geobacillusو  Bacillusسلولاز توسط جنسهاي 
هاي آمده مربوط به سويه به دستآمد كه بيشتر گزارشات 

اگرچه تعدادي از باسيلوسهاي . هوازي بود ترموفيل و بي
در  .اندهوازي توليدكننده آنزيم اندوگلوكاناز معرفي شده

 Geobacillusو  Bacillusاين تحقيق سويه هايي از جنس 
كه قادر بودند در شرايط هوازي در مدت  گرديدشناسايي 

 .آنزيم خود را توليد كنندساعت بالاترين سطح ميزان  24
با فعاليت  آنزيمايزوله برتر مزوفيل هاي ايزولهدر ميان 

U/ml40  آنزيم ايزوله برتر ترموفيل هاي ايزولهو در ميان
اين باكتريها قادر  .را توليد كردند U/ml100با فعاليت 

رشد كرده و آنزيم  pHاي از دما و بودند در رنج گسترده
در بحث انرژيهاي زيستي . با فعاليت قابل توجه توليد كنند

هاي سلوليتيك بخش عمده هزينه مربوط به گراني آنزيم
هاي توليدكننده اين جداسازي ميكروارگانيسم ،باشدمي

گامي مهم در كاهش تواند ميآنزيم از خاكهاي بومي 
- ات سلوليتيك ها و اقتصادي شدن استفاده از ضايعهزينه
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Abstract 

The present study shows isolation and identification of thermophilic (60°C) and 
mesophilic (37°C) bacteria degrading the cellulose from the soil. after the growth 
environments enrichment with  microcrystalline of cellulose as the sole source of 
carbon, Thermophilic and Mesophilic bacteria were isolated and purified  by serial 
dilution method. Screening of purified bacteria was done to identify cellulase-producing 
bacteria by zymogram on plate method. Among the cellulolytic strains, 12 thermophilic 
and 12 mesophilic strains were selected and these bacteria were compared with each 
other based on cellulase activity, growth and extracellular protein amounts. Identifying 
the strains with highest enzyme activity based on gene sequences 16S rDNA suggested 
that these strains belong to genera Bacillus ،Geobacillus و   Chryseobacterium. the 
preferred thermophilic and mesophilic genera were assessed to identify the best 
temperature and  pH inwhich the thermophilic and mesophilic genera showed  the best 
function in temperature 50°C and pH 6.5 and temperature 37°C and pH 8.5 respectively. 
These bacteria have necessitated potential for biological conversion of  urban and 
agricultural cellulolytic wastes to valuable materials. 

Key words: cellulose, cellulase, cellulytic bacteria, Bacillus, Geobacillus 

 

 

 

 

 

 

 


