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  چکیده 
رات براي تولید انرژي بیولوژیک به شمار سلولز پلی ساکاریدي است که به عنوان بهترین ذخیره کربوهید :هدف زمینه و
اندوگلوکونازها پیوندهاي بتا . سلولازهاي باکتریایی و قارچی نقش مهمی در هیدرولیز سلولز بازي می نمایند. می رود

از جنس  هدف از این مطالعه جدا سازي و شناسایی سویه هاي جدید. را در سلولز هیدرولیز می نمایند) 1-4(گلیکوزیدي 
   .باسیلوس با قابلیت تولید آنزیم سلولاز از خاك بوده است

 40ناحیه جنگلی مختلف از غرب مازندران نمونه گیري انجام گردید و تعداد   35در این تحقیق از خاك  :روش بررسی
کربوکسی متیل سلولز باکتري با قابلیت تولید سلولاز در محیط   24 باکتري از خاك این مناطق جدا گردید و از این تعداد

(CMC agar)   و با استفاده از آزمایشGrams iodine بهینه سازي دمایی و زمانی روي سویه هاي . جداسازي شدند
وزن مولکولی . شناسایی گردیدندS rDNA sequencing 16سپس گونه هاي باکتریایی از طریق . مثبت انجام گرفت

  .تعیین گردید SDS-PAGEین و  ئتقریبی آنزیم بوسیله رسوب دهی پروت
 Bacillus Cereus ،Bacillus Subtilis  ، ,Bacillusگونه  5سویه از  5در مجموع این باکتریها به  :یافته ها

Thuringiensis    megaterium Bacillus  وBacillus mycoides  گونه شناسایی  5تمامی این . تعلق داشتند
بیشترین تولید آنزیم . ساعت تولید می کردند 96درجه سانتی گراد و در مدت  37شده بیشترین مقدار آنزیم را در دماي 

کیلو دالتون  60وده و همچنین وزن ملکولی این سویه تقریبا بu/ml 3,8 جدا شده با   Bacillus Subtilisمتعلق به سویه 
  . تعیین گردید

حی جنگلی شمال کشور در تولید آنزیم سلولاز را مطالعات انجام شده پتانسیل بالاي سویه هاي باسیلوس نوا: گیرينتیجه
توان از این باکتریها مستقیما در تولید شربت گلوکز از فیبرهاي گیاهی کم ارزش و استفاده در  نشان می دهد بطوریکه می

 .سایر صنایع بهره گرفت

 شناسایی ملکولی ، باسیلوس ، سلولازها :هاي کلیديواژه

  
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  1-6 صفحه ،دوازدهم شماره ،چهارم دوره ،1391 بهار
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 هاي باسیلوس سویه ملکولیجداسازي و شناسایی 

 مقدمه
هوازي و بی هوازي هاي اختیاري  تري هايها باکباسیلوس 
 آنها .  ند آنزیمهایشان را به محیط ترشح کنندقادر هستند که

را تولید می نمایند که در  سلولی خارج هاي هیدرولیتیک آنزیم
سلولز پلیمري  .بکار گرفته می شود صنعتی فرایند هاي اکثر

 است خطی از واحد هاي گلوکز که با پیوند هاي گلیکوزیدي
ترین  فراوانبه هم متصل شده اند و یکی از  4-1بتا 

، سلولاز ها. در طبیعت می باشد موجود کربوهیدرات هاي
آنزیمهایی هستند که قادرند پیوند هاي گلیکوزیدي را بشکنند 
و می توان آنها را بر اساس مدل عملکردي شان به دو دسته 

   همترینم.  تقسیم بندي نمود اگزوکلوکاناز و اندوگلوکاناز
نیز  CMCaseد که ناندوگلوکاناز می باش 4و1بتا ,  سلولاز ها

هیدرولیز سلولز به دو روش شیمیایی و . دننامیده می شو
هیدرولیز شیمیایی توسط اسید ها و . گیرد آنزیمی صورت می

هیدرولیز آنزیمی به وسیله آنزیم هاي سلولازي می باشد که 
با توجه به . گردد توسط میکروارگانیسم هاي مختلف تولید می

مشکلات  هیدرولیز اسیدي سلولز، محققان توجه بیشتري به 
این . هیدرولیز آنزیمی به وسیله آنزیم هاي سلولازي نموده اند

گلیکوزیدي را به طور اتفاقی از  1- 4آنزیم ها پیوند هاي بتا 
وسط ملکول هاي سلولز قطع کرده و تولید قطعات کوتاه 

با توجه به گستردگی منبع سلولزي، و  الیگوساکاریدي می نماید
از اهمیت ویژه اي در صنایع مختلف برخوردار  هاسلولاز
 هیدرولیزبه نسبت هیدرولیز آنزیمی سلولز . )2،3(هستند

توجه  آسانتر و ارزانتر بوده و محققان در حال حاضرشیمیایی 
 .)4، 3(براي هضم سلولز دارندبیشتري به هیدرولیز آنزیمی 

هاي احیایی به سلولز معمولا قند آنزیمی لیزمحصول هیدرو
آلودگی  سلولز آنزیمی هیدرولیزدر . شکل گلوکز می باشند

محیط زیست و همینطور عمل خورندگی که در روش هاي 
    پایین مشاهده می شود،  Phشیمیایی بدلیل استفاده از 

توانند براي  می یو قارچ اییباکتریسلولهاي . )2،3(وجود ندارد
   .واد لیگنوسلولزي آنزیم هاي سلولاز تولید کنندهیدرولیز م

این میکروارگانیسم ها می توانند از نوع هوازي یا بی هوازي، 
هدف از انجام این مطالعه . )1،5،6،7(مزوفیل یا ترموفیل باشند

تولید کننده سلولاز با قدرت تولید آنزیم  Bacillusجداسازي 
دران و شناسایی از خاك غرب استان مازن) تولید صنعتی( بالا

 .آنها می باشد
 
 
 

  بررسیروش 
 35گرم خاك از  50: جداسازي و غربالگري میکروارگانیسم ها

و پس  گردید گرد آوريغرب مازندران از  ی مختلفجنگلناحیه 
درجه سانتی گراد به مدت  95در (رقت و تیمار حرارتی  هیهاز ت
 CMC agarدر محیط 10- 7 و10-6, 10- 5رقت هاي ،)دقیقه 5
)Hi Media, India(  به صورت سفره اي کشت داده شد و

 96گراد به مدت  درجه سانتی 37پلیت ها در درجه حرارت 
 .نددش گرماگذاريساعت 

  
روز از کلنی هایی  4پس از گذشت :  میکروسکوپی شناسایی

لام تهیه و رنگ آمیزي گرم  CMC agarمحیط  رشد یافته بر
میله اي  (اسپور دار انجام شد سپس باسیل هاي گرم مثبت

  .جدا گردید )به رنگ بنفشو شکل 
  

 به منظور: تولید کننده سلولاز باسیلوس هايجداسازي 
از تولید کننده سلولاز  باسیلوس هاي هاي ایزوله شناسایی

پلیت ها با ، سطح )هاله(مشاهده منطقه هیدرولیز شده  طریق
 ,Grams iodine (2.0 gr KI,1.0gr Iodineمعرف 

300ml distilled water) بدین صورت که  .شدند شستشو
نه با (با سلولز باقیمانده در محیط  Grams iodineمعرف 

کمپلکس سیاه رنگی را تشکیل می دهد ) سلولز هیدرولیز شده
و نواحی که سلولز توسط آنزیم سلولاز هیدرولیز شده به رنگ 

    ایجاد هاله شفاف اطراف کلنی  باقی می ماند و )زرد(معرف 
   ).8(دمی نمای

  
 DNA: باسیلوس ها مولکولی گونه هاي مختلف شناسایی

با استفاده از کیت  تمامی باکتریهاي تولید کننده آنزیم سلولاز
طبق دستور العمل شرکت  Cat.No.DN8115C) (سینا ژن 

 High Resolutionسپس از طریق  .سازنده استخراج گردید
Melting-Real Time PCR رایمر هاي با استفاده از پ

                 محصول تکثیري، S rDNA 16   ژنهمگانی 
شناسایی ) 8(طبق روش فرقانی و همکاران S rDNA16   ژن

براي تعیین توالی به شرکت ماکروژن کره جنوبی ارسال و شد  
در   Blastبا استفاده از برنامه   تعیین توالی نتیجه و. گردید
  .گردید ردیف سازي NCBIسایت 
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  و همکارانسحر پاست   3

با بررسی عوامل فوق صورت  آنزیم سلولازبهینه سازي تولید 
  .گرفت

  
    ،به منظور بررسی اثر دما بر تولید آنزیم سلولاز: اثر دما

هاي در دما CMC agarباکتري هاي ایزوله شده در محیط 
ساعت انکوبه  120گراد به مدت  درجه سانتی 25،30،35،40

  .)10(اندازه گیري شدهر یک شدند و قطر هاله 
  

به منظور بررسی اثر مدت زمان  :انکوباسیوناثر مدت زمان 
کشت بر روي تولید آنزیم سلولاز باکتري هاي ایزوله شده با 

گراد، در زمان  درجه سانتی 37در دماي  ،بیشترین قطر هاله
انکوبه شدند و قطر هاله ایجاد شده  24،48،72،96،120هاي 

  .)7،10،11(اندازه گیري شد
  

ابتدا ): یه منحنی استانداردته(بررسی فعالیت آنزیم سلولاز
جهت  .تهیه شد طبق روش برنفیلد، منحنی استاندارد گلوکز

دي نیـترو ( DNS آزمایشبدست آوردن منحنی استاندارد 
. دشگلوکز انجام  ی ازبراي غلظتهاي مختلف )سالیسیلیک اسید

) 5/0، 1، 5/1، 2، 5/2( ابتدا غلظت هاي مختلفبدین منظور 
در لوله هاي آزمایش استریل ریخته را %  50زمیلی لیتر از گلوک

. با استفاده از آب مقطر حجم تمامی لوله ها یکسان می شدو 
 1/0میلی لیتر سیترات فسفات بافر  2سپس به  تمامی لوله ها 

 میلی لیتر 3در مرحله بعد  .شداضافه   = 4,8ph  مولار با
قه دقی 15و لوله ها به مدت  گردیداضافه  هابه آن DNS معرف

میلی لیتر  یکپس س .شدند در حمام آب جوش قرار داده
 درو  شد محلول  اضافههر به % 40سدیم پتاسیم تارتارات 

سپس جذب نمونه ها در طول موج . دگردیدماي اتاق سرد 
، کالیبراسیون پس از رسم منحنی. اندازه گیري شدنانومتر  540

 ،جذب بر ضریب زاویه خط منحنی  میزانتقسیم  از طریق
آنزیم  هر واحد از .محاسبه گردیدشده ء غلظت قندهاي احیا

یک در مدت زمان  تواند می آنزیمی است که مقدارسلولاز 
  .نمایدگلوکز آزاد احیاء ازسوبسترا میکرومول قند دقیقه یک 

  
        کشت تازه اي از تمامی  ابتدا: سنجش فعالیت آنزیم

پس س. مایع تهیه شد Bacillus mediaمحیط در جدایه ها
محیط میلی لیتر  3به تازه از سوسپانسیون  میکرولیتر 100

CMC broth   درجه سانتی گراد  37و در دماي  گردیدتلقیح
. روز قرار داده شد 7تا  5در انکوباتور شیکر دار به مدت 

دور در دقیقه به مدت  14000سوسپانسیون هاي میکروبی در 

زیم جدا دقیقه سانتریفوژ گردید و سوپرناتانت حاوي آن 10
سپس به یک میلی لیتر سوپرناتانت یک میلی لیتر .گردید

ر و یک میلی لیت =ph 4,8 مولار 1/0سیترات فسفات بافر 
(Carboxymethyl cellulose ) (CMC Merck)  یک

درجه سانتی گراد به مدت  50دماي  و در  درصد اضافه گردید
 میلی لیتر معرف 3در مرحله بعد . شد گرمگذاريدقیقه  30

DNS  دقیقه در  15به آنها اضافه گردید و لوله ها به مدت
سپس یک میلی لیتر سدیم . حمام آب جوش قرار داده شد

به انها اضافه  گردید  وپس از سرد شدن %  40پتاسیم تارتارات 
قرائت  540، جذب نوري نمونه ها در طول موج در دماي اتاق

ق زیر شیب خط منحنی استاندارد گلوکز به طری .گردید
  ).15 (محاسبه گردید

SLOP = delta ODs / delta  Cs                              
                       

میزان جذب محلول استاندارد     :  ODs  
غلظت استاندارد      :  Cs 

 
اي که بیشترین فعالیت  جدایه: خالص سازي نسبی پروتئینها

 96ایع  به مدت م CMCآنزیمی را داشت ابتدا در محیط 
براي تهیه  .درجه سانتی گراد کشت شد 37ساعت در دماي 

 M9در محیط باکتري مورد نظر  نمونه کنترل منفی همچنین
)Na2HPO4 .7H2O ,KH2PO4 ,NaCl ,NH4Cl 

MgSO4,CaCl2,Glucose ( نیز کشت داده شده و تمامی
در . مراحل بطور مشابه روي سوپرناتانت آن نیز اجراء گردید

 3پانسیون میکروبی سانتریفوژ گردید و به وسله بعد سمرح
میلی لیتر استون به  5/2 ،میلی لیتر سوپرناتانت جدا شده 

، رسوب rpm 14000آرامی اضافه شد و پس از سانتریفوژ در 
  .میکرولیتر فسفات بافر حل گردید 100در 
  

رنگ آمیزي :  -PAGE SDSالکتروفورز پروتئینها با روش 
با استفاده از کیت رنگ آمیزي فرمنتاز  محلول آنزیمی

Cat.No.R0891  و همچنین  فتانجام گرطبق پروتکل کیت
مارکر از  به منظور اندازه گیري قطعات پروتئین بر روي ژل،

  Cat.No.SM0431شرکت فرمنتاز  وزن مولکولی پروتئین
سپس به منظور دناتوره  .استفاده گردیدطبق پروتکل کیت 

حمام آب جوش  در دقیقه 5به مدت  ها نمونه پروتئین،کردن 
میکرولیتر از  20سپس  .داده شدقرار ) درجه سانتی گراد 100(

 مارکر وزن مولکولی پروتئین میکرولیتر 15محلول آنزیمی و 
عمل  گردید و بار گذاري %15پلی اکریل آمید ژل  روي
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 هاي باسیلوس سویه ملکولیجداسازي و شناسایی 

ولت  80آمپر و ولتاژ اولیه  میلی 15الکتروفورز با آمپراژ ثابت 
  ).1جدول (گرفت صورت

  
  SDS  15%مواد مورد نیاز براي تهیه ژل  .1جدول 

تمد
  

آمونیوم پر 
سولفات 

10
%  

س 
تری

1,5
 

مولار با
ph.8

اکریل آمید   
30

%  
آب دیونیزه

  

 

6  0,15  3,8  7,5  3,4  Resolving15%  

4  4./.  0,5  0,67  2,7  Stacking8%  

  
یک  ژل به آرامی در و تثبیت پروتئین پس از اتمام الکتروفورز

) یا یک شب(دقیقه  60ظرف درب دار قرار داده شد و به مدت 
. تکان آرام قرار داده شدبا  R 250کماسی برلیانت بلودر رنگ 

درصد و متانل  10اسید استیک حاوي سپس ژل در یک ظرف 
دقیقه با تکان آرام به منظور رنگ بري  45به مدت  درصد 50

ها چندین بار تکرار قرار داده شد این عمل تا واضح شدن باند 
  .گردید

 
 یافته ها

غرب  ی مختلفجنگلناحیه  35از  : جداسازي و غربالگري
  . ثبت غربال گردیدباسیل اسپور دار گرم م جدایه  40مازندران  

 جدایه باسیل  گرم مثبت ، پس 40از میان : هیدرولیز سلولز
هاله باکتري  24تعداد ،  Grams iodine اضافه کردن معرف

یز کننده سلولز را نشان دادند که محدوده قطر هاله ها هیدرول
  .)1 شکل(سانتی متر بودند  4تا  1 بین ما
  

  

  
بعد از اضافه کردن معرف .  2قبل از اضافه کردن معرف،   . 1 شکل

  کردن معرفبعد از اضافه .  3و عدم هیدرولیز سلولز، 
  

 High Resolutionنتایج : مولکولی شناسایینتیجه 
Melting-Real Time PCR   ایزوله در  24نشان دادند که

نتیجه تعیین توالی و ردیف سازي . گونه مختلف قرار گرفتند 5
ایزوله انتخاب شده بطور تصادفی از هر گروه فوق را  2حداقل 

  .)2جدول (تایید نمود
 

جفت بازي از  380یک بخش  نتایج ردیف سازي توالی .2جدول
  جدایه تولید کننده سلولاز 24در S rDNA 16  ژن

درصد 
 همولوژي

 نام گونه شناسایی شده

100%  Bacillus subtilis  
100%  Bacillus cereus 
99%  Bacillus thuringiensis 
99%  Bacillus  megaterium 
97%  Bacillus mycoides 

 
حرارتی و مدت  بهینه سازينتایج : حرارتی بهینه سازيتایج ن

که باکتري هاي  گونه نشان داد 5روي هر زمان انکوباسیون 
 درجه سانتی 37ایزوله شده داراي بیشترین قطر هاله در دماي 

و با افزایش دما باکتري  بودندساعت  96مدت زمان  در گراد و
  .فتیا ولی قطر هاله افزایش نمی بودقادر به رشد 

  
 جذب نوري: DNS آزمایش درستاندارد گلوکز محلول انمودار 

منحنی استاندارد براي  غلظتهاي مختلف گلوکز به دست آمده
  .)1نمودار(در نمودار زیر نمایش داده شده است گلوکز

  

شیب خط منحنی استاندارد گلوکز .1نمودار  
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، دوره چهارم، شماره دوازدهم91بهار   

  و همکارانسحر پاست   5

فعالیت در جدول زیر نتایج : فعالیت آنزیمی نمونه ها نتایج
ارائه شده  3در جدول  مورد بررسی Bacillusگونه  5 نزیمیآ

 .است
  

باسیلوسگونه  5 فعالیت آنزیمی .3جدول     
Code Name U/ml 

Cu1 Bacillus cereus 2,85 u/ml 

Cu2 Bacillus subtilis  3,77  u/ml 

Cu3 Bacillus  megaterium  2,36 u/ml 

Cu4 Bacillus thurngiensis 1,88 u/ml 

Cu5 Bacillus mycoides 2,98 u/ml 

 
پس از تغلیظ  :Bacillus subtilisوزن مولکولی سلولاز 

     پروتئین هاي سوپرناتانت حاصل از کشت جدایه
)Bacillus subtilis ( در محیطCMC   مایع وM9 و  مایع

الکتروفورز روي ژل پلی اکریل آمید تنها یک نوار پروتئین در 
مشاهده گردیدکه در  مایع   CMCسوپرناتانت محیط 

این مشاهده نشان . حضور نداشت  مایع M9سوپرناتانت محیط 
        می دهد که این نوار احتمالا مربوط به پروتئین سلولاز 

، وزن با مقایسه این نوار با مارکر اندازه پروتئین. می باشد
تعیین کیلودالتون  65تا  60در محدوده  تقریبی پروتئین

  . پروتئین نمایش داده شده است نوار هاي 8در شکل . گردید
  

  
از چپ به راست . پلی آکریل آمید ژل روي ینئپروتنوار   .2شکل   

CM نمونه تغلیظ شده سوپرناتانت محیط  ، نشانگر اندازه  
  M9پروتئین و نمونه تغلیظ شده سوپرناتانت محیط 

  

  بحث  
و و اگزو پلی مر بطور کلی آنزیم هاي سلولاز به دو صورت اند 

ها پیوند هاي گلیکوزیدي تمامی سلولاز. لز را برش می زنندسلو
        اندوگلوکونازها بر روي نواحی. را برش می زنند 4-1بتا 

توان آنها  بی شکل پلیمر سلولزي فعالیت نموده و در نتیجه می
اهاي سلولزي محلول همچون کربوکسی را از طریق سوبستر

توسط که  اي در مطالعه. )13(متیل سلولز سنجش نمود
Krootdilaganandh   بر روي  2002و همکاران در سال

لی نواحی شمال تایلند آکودهاي  باکتري که از خاك ها و 125
 125نشان داده شد که از این  انجام گرفته بود جدا شدند

باکتري که در محیط کربوکسی متیل سلولاز کشت داده شده 
لولاز کردند و نتیجه مثبت  باکتري تولید س 62بودند حدود 

باکتري که از خاك  40نشان دادند در این تحقیق بر روي 
 باکتري 24نواحی مازندران جدا شد کار شد که از این تعداد 

 محیط کربوکسی متیل سلولاز آنزیم سلولاز را تولید کردنددر
)14( .Mawadza  انجام داد  2000در مطالعه اي که در سال

از باکتري هایی که جدا شده اند متعلق به % 43گزارش کرد که 
داراي  Bacillus PFH N7وجنس باسیلوس ها هستند 

متر می باشد  میلی 33لیت آنزیم با قطر هاله ي فعا بیشترین
 نمونه ها متعلق به % 80این در حالی است که در تحقیق ما 

بیشترین   Bacillus Subtilisوبود  ها باسیلوسجنس 
در ایران نیز در . )7( را دارد متر میلی 45ر لیت آنزیم با قطفعا

تحقیقاتی  78این زمینه توسط نفیسه سادات نقوي درسال 
          هاي سلولاز ، تولید آنزیم این تحقیقدر .انجام شده است

در برخی میکروارگانیسم ها شامل ) اگزوگلوکاناز و اندوگلوکاناز( 
س آسپرژیلوقارچ ناقص   ،فانئورك کریزسپوریومقارچ صنعتی 

تجزیه کننده سلولز مقایسه شده و میکروکوکوس  مخمر ،ترئوس
، نسبت هاي مورد بررسی این مطالعات نشان داد که قارچ. است

دهند  ها تولید آنزیم بالاتري را نشان می به سایر میکروارگانیسم
چوب ( که از محیط طبیعی  اسپرژیلوس ترئوسو قارچ 

سوش صنعتی جداسازي شده است نیز نسبت به ) پوسیده
هاي سلولاز را به میزان  قادر است آنزیم فانئورکت کریزسپوریوم

با توجه به عاري بودن از ناخالصی هاي  .بیشتري تولید نماید
جدا شده و  باسیلوس سوبتلیسپروتئینی در سوپرناتانت سویه 

، خالص سازي آنزیم نیازمند بکارگیري از ترشحی بودن آنزیم
وگرافی نبوده و رسوب دهی از طریق روشهاي پر هزینه کرومات

دناتوراسیون نسبی آنزیم با استون و سپس بازسازي ساختار 
مطالعه ما . پروتئینی روش کارآمد و کم هزینه اي می باشد
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 هاي باسیلوس سویه ملکولیجداسازي و شناسایی 

نشان داد که همچنان طبیعت بهترین مکان براي جداسازي 
   سویه هاي اقتصادي میکروبی بخصوص گونه هاي باسیلوس

  .  می باشد
 

گیرينتیجه   
در این تحقیق توانسته شد پنج سویه از پنج گونه مختلف 
باسیلوس از خاکهاي جنگلی شمال کشور با قابلیت تولید 

     روش غربالگري . اندوگلوکوناز بطور ترشحی شناسایی شود
بکار گرفته شده در این تحقیق بخوبی توانست سویه هاي تولید 

این روش همچنین در . کننده اندوگلوکوناز را مشخص نماید
بواسطه قطر هاله تولید شده،  قابلیت نسبی تولید آنزیم توسط 

همچنین اندازه گیري . هر گونه نیز قابل اندازه گیري می باشد
فعالیت آنزیم به روش اسپکتروفوتومتري  نشان داد که سویه 

Bacillus subtilis  جدا شده بالاترین فعالیت آنزیمی در
ساعت برابر  96مدت تقریبی  درجه سانتی گراد و به 37دماي 

هر چند روش . از سوپرناتانت بود u/ml 3,8 با 
روش دقیقی براي تعیین فعالیت  DNSاسپکتروفوتومتري 

اگزوگلوکونازها می باشد میتوان ادعا نمود که فعالیت آنزیم 
بهرحال براي . بیشتر از آن چیزي است که گزارش شده است

میلی لیتر  265م تنها به  یونیت از این نوع آنزی 1000تولید 
پس از سویه . محیط با منبع کربن سلولزي نیاز می باشد

          با  باسیلوس میکویدس، سویه باسیلوس سوبتلیس
u/ml 3 بالاترین فعالیت آنزیمی را نشان داد.  
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