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 33535111 تهران، صندوق پستی* 
j.hemmat@gmail.com 

 )6/10/94: پذیرش مقاله  2/4/94: دریافت مقاله(

  
ي ها ي ترموفیل تولید کننده اگزوکلوکاناز از چشمهها باکتريجداسازي و شناسایی این تحقیق با هدف  -چکیده

ط در محی سازيغنی ،گیرينمونهپس از . شد م انجامدر جنوب غربی ایران واقع در استان ایلا آب گرم دهلران
بر اساس  ها شناسایی باکتري. انجام گردید )کربوکسی متیل سلولز( CMC یاسبوس برنج  حاوي کشت

مقایسه  .انجام شد PCRو با استفاده از تکنیک  16SrRNAخصوصیات آنها از جمله تعیین توالی ژن یونیورسال 
 Pseudoj,hgdxanthomonas هايگونه بابیشترین قرابت را  ،بانک ژن در پایگاه داده ژنومی ها جدایهتوالی 

mexicana، Chelatococcus daeguensis،Promicromonospora sp.،Isoptericola  variabilis sp.  نشان دادند .
. گذاري گردید و نام شناسایی variabilis sp. IDAH9. Isoptericola، سویه منتخب به عنوان ها در میان جدایه

سویه منتخب، اثر منابع تولید آنزیم  سازي بهینهبه منظور . فعالیت اگزوگلوکانازي نشان داد U/ml1این سویه 
نتایج نشان داد، بیشترین فعالیت . بررسی گردیدم ، ساکاروز بر تولید آنزی80 روژن، توئینکربن، نیت

از منابع کربنی سبوس و  لیتر برگرم  12،  80توئین % 6/0ساکاروز، % 2/0هاي  اگزوگلوکانازي در غلظت
 24پس از  C 50°ي در دماآنزیم . سولفات حاصل شده است آمونیوم لیتر برگرم  6/5 و کربوکسی متیل سلولز

تواند گزینه مناسبی  می .Isoptericola variabilis sp. IDAH9بنابراین . دنموفعالیت خود را حفظ % 64ساعت 
 .براي تولید اگزوکلوکاناز مقاوم به حرارت از منابع کربنی ارزان قیمت باشد

 .اگزوگلوکاناز، سلولاز، variabilis Isoptericola، ها ترموفیل: واژگانکلید
 

  مقدمه -1
بوهیدرات توده سلول گیاهی موجود ررین کفراوانت سلولز 

ت که برخلاف دیگر منابع، مثلا نفت، بطور سدر طبیعت ا
سالانه  .دشو میپیوسته توسط فتوسنتز و رشد جایگزین 

طبیعت تولید  وسیله بهاین ماده  ن ازت 1010-1011 حدود
 ضایعات عنوان بهمقادیر وسیعی از این ماده . ]1[ شود می

ي صنایع غذایی، کشاورزي، همچنین ها در فعالیت
طبیعت تجزیه در  .شود میضایعات شهري و صنعتی تولید 

شکل  کامل ناشی از بی فرایند، یک کامل سلولز به گلوکز
ي سلولاز ها که توسط آنزیم استشدن ساختار کریستالی 

 انجام ها و اکتینومیست ها ، باکتريها توسط قارچ تولیدي
هیدرولیز سلولز نیازمند عملکرد  فرایند ].2[ گردد می

 -سه نوع آنزیم اندوسیستم سلولاز مشتمل بر مشارکتی 



 مریم عزیزي، جعفر همت  . . . تحمل کننده حرارت و Isoptericola variabilisجداسازي 

86 

 یا 1Fpase( گلوکاناز 4و1-بتا - گلوکاناز، اگزو 4و1-بتا
2CBH( بر  اگزوگلوکاناز. ]3[ گلوکوزیداز است- و بتا

به را کند و بتا سلوبیوز  میروي انتهاي زنجیره سلولز عمل 
از جمله  .]4[ کند میعنوان محصول نهایی آزاد 

باکتریایی نسبت به انواع قارچی سلولازي ها ویژگی
پایداري بیشتر، افزایش فعالیت ویژه و انتقال  توان به  می

ي تجزیه کننده ها از میان باکتري. داره کرتوده اشتر  آسان
یپرترموفیل به واسطه ها ي ترموفیل وها سلولز باکتري

 .هایشان شایان اهمیت هستند مقاومت حرارتی کاتالیست
 هاییمیکروارگانیسم ترموفیل و ترموتولرانتهاي اکتريب

درجه  45هستند که رشد بهینه آنها در دماي بالاتر از 
ي ترموفیل داراي ها میکروارگانیسم . باشد میسلسیوس 

ي غیر عادي و یا وضعیت فیزیکی و شیمیایی ها پروتئین
خاصی هستند که فعالیت آنها را در درجه حرارتی که 

کند، بصورت  میرا تخریب  ها ي سایر میکروبها پروتئین
ي مقاوم به حرارت ها آنزیم .]5[ نماید میفعال حفظ  کاملاً

به لحاظ دامنه کاربرد، پایداري در دماهاي بالاتر، بهبود 
آلودگی  سلولزي و کاهش بروزسوبستراهاي هیدرولیز 

ي مزوفیل کارامدي بیشتر ها میکروبی حاصل از ارگانیسم
تاکنون مطالعات زیاي براي . ]2[ ندداراز انواع مزوفیل 
کننده سلولاز انجام ي ترموفیل تولید ها جداسازي باکتري

 ،هدف از این مطالعه جداسازي. ]14-6[ گرفته است
اناز از ي تولید کننده اگزوکلوکها شناسایی باکتري

فعالیت  ارزیابی ،ني آب گرم دهلراها چشمه
تولید کننده سویه انتخاب بهترین  ،ها لوکانازي جدایهگاگزو

محیط کشت تولید آنزیم براي  سازي بهینهاگزوکلوکاناز و 
  .جدایه منتخب بوده است

 

  ها روش -2
 ي تولید کننده سلولازها جداسازي باکتري -1 -2

 -ي آب گرم دهلرانها ي آب و لجن از چشمهها نمونه

                                                             
1. Filter paper ase 
2. Cellobiohydrolases: CBH 

ي ها براي جداسازي باکتري. ایران جداسازي شدند -ایلام
سی سی  10گرم لجن و  1تجزیه کننده سلولز در حدود 

ي ها در ارلن لیتري میلی 100سازي  ي غنیها محیطآب به 
 45انکوباتور در شیکر  ها ارلن .اضافه شد لیتري میلی 500

روز  7براي دور بر دقیقه  150با سرعت  سلسیوسدرجه 
 %025/0: سازي شامل محیط کشت غنی. نگهداري شدند

سدیم دي  %27/0، عصاره مخمر %05/0 آمونیوم سولفات
 سدیم هیدروژن فسفاتدي  %53/0، هیدروژن فسفات

بوده  کلرید کلسیم %005/0، آبه 7منیزیم سولفات  02/0%
محیط کشت با کربوکسی متیل سلولز و . ]15[ است

 pH. به عنوان تنها منبع کربن کامل شد%) 1(سبوس 
و هیدروژن  سدیم هیدروکسید کلاو بامحیط قبل از اتو

میلی  4روز  7بعد از . تنظیم شد 7روي نرمال  1کلرید 
روز  7لیتر از هر ارلن به محیط تازه منتقل شد و براي 

دیگر تحت شرایط مشابه توضیح داده شده از قبل 
 از. بار تکرار گردید 4این عمل . انکوباسیون شد

ي ها ي نهایی رقت مناسب تهیه و بر روي پلیتها کشت
. گسترش داده شد سازي غنیجامد حاوي محیط کشت 

ي ترموفیل تولید کننده سلولاز ها تريبراي جداسازي باک
ساعت  48-72به مدت  سلسیوسدرجه  50در  ها پلیت

براي اطمینان از خالص بودن . شدند گرمخانه گذاري
ي تک ایجاد شده به طور ها ، هر یک از کلنیها جدایه

 سازي غنیمحیط کشت  ي حاويها مکرر، بر روي پلیت
  . بصورت خطی کشت داده شدند% 5/1داراي آگار 

  
 رسی فعالیت اگزوگلوکانازي و میزان رشدبر -2 -2

با استفاده از  )3Fpase( سنجش فعالیت اگزوگلوکانازي
و از طریق ) دي نیتروسالسیلیک اسید -5وDNS )3روش 

کاغذ واتمن  و بکار بردن تعیین قند احیاي آزاد شده
منظور ه ب .سوبسترا صورت گرفت عنوان به 1شماره 

از محیط کشت  ها سنجش فعالیت اگزوگلوکانازي، جدایه

                                                             
3. Filter paper assay 
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جامد به محیط کشت مایع، با همان ترکیب محیط 
ساعت به محیط کشت  48پس از . دندشجداسازي منتقل 

 هاي براي آزمایش. تلقیح شد% 2اصلی مایع به میزان 
صاف شده محیط کشت تهیه شد و محیط کشت به مدت 

دور بر دقیقه سانتریفوژ و مایع  10000دقیقه با سرعت  15
 ي آنزیمی به کار گرفته شدها سنجش فعالیت برايرویی 

 1شامل ) میلی لیتر 2(مخلوط سنجش آنزیم  .]16[
قطعه کاغذ واتمن  1بعلاوه ) pH= 7(بافر فسفات لیتر  میلی

 گرمخانه گذاري وسیله بهواکنش . بود سانتی متري 1×6
. شد تیمارساعت  1براي درجه سلسیوس  50مخلوط در 

) میلی لیتر DNS )2سپس واکنش با اضافه کردن محلول 
سلسیوس درجه  100با جوشاندن در  ها نمونه. متوقف شد

میلی لیتر  1دقیقه تیمار شدند و پس از افزودن  10براي 
آب سرد به میلی لیتر  5پتاسیم،  -محلول تارتارات سدیم

ي ها جذب مخلوط در پایان. منظور ثبات رنگ افزوده شد
اندازه گیري شد و با  nm 540واکنش در طول موج 

استفاده از یک منحنی قند استاندارد تهیه شده با استفاده از 
به عنوان استاندارد، ) Merck(ي مختلف گلوکز ها غلظت

تعیین  براي .]17،16،11[ ي قند احیا مبدل شدها به غلظت
تست با استفاده از در سنجش کیفی و فعالیت آنزیمی 

به همراه  CMC 1/0%با میزان  سازي غنی، محیط کنگورد
 تمام. ]16[ مورد استفاده قرار گرفتآگارز  %8/0

  .اند دهشرار حداقل سه بار تک ها آزمایش
  
  شده  ي جداها شناسایی باکتري -3 -2

گرم از نظر  آمیزي رنگي جداشده با استفاده از ها باکتري
براي شناسایی مولکولی . شناسایی شدند واکنش گرم

با  ها ژنومی جدایه DNAي تولیدکننده سلولاز، ها باکتري
. فرمنتاز استخراج گردیدDNA استفاده از کیت استخراج 

DNA  16استخراجی به عنوان الگو ژنSrRNA  با به کار
  :یونیورسالبردن پرایمرهاي 

 F-16s 
(5CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCC

TGGCTCAG) و:  
 R-16S 

(5CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTACCTTGT
TACGACTT) انجام  برايPCR  مورد استفاده قرار

هر پرایمر : شامل) میکرولیتر 30( مخلوط واکنش. گرفت
الگو در  DNA، میکرولیتر 75/0در غلظت ) میکرولیتر 10(

 15در غلظت  Mastermix (1X)، میکرولیتر 5/1غلظت 
برنامه . آب مقطر استریل بودمیکرولیتر  12 میکرولیتر و

PCR تکثیر  برايDNA صورت بود به این: °C 95 ،45 
  ثانیه، C 65 ،45°ثانیه،  C 95 ،40°سیکل  35ثانیه، 

°C 72 ،45  ،سیکل 1ثانیه°C 72 ،10 محصول . دقیقه
PCR طول  بهbp1000  توسط شرکت بایونیر کره جنوبی

هاي نتیجه تعیین توالی در پایگاه داده .توالی یابی شد
مورد بررسی BLAST با استفاده از برنامه  NCBI ژنومی 

  .قرار گرفت
  
  محیط کشت تولید آنزیم سازي بهینه -4 -2
 اثر القاگر بر تولید آنزیم -2-4-1

، در گر روي تولید آنزیم سلولاز جدایهمطالعه اثر القا براي
حجمی قند  -وزنی %1/0و %2/0شرایط یکسان به میزان  

ر پایان تولید سلولاز ساکاروز به محیط کشت افزوده و د
  .محیط کشت کنترل فاقد ساکارز بود .ارزیابی شد

  
 بر تولید آنزیم  80اثر توئین  -2-4-2

با ) Tween80( 80، توئین ها از بین سورفکتانت
به محیط کشت % 6/0 و %4/0، %2/0، % 1/0ي ها غلظت

  .افزوده و اثر آن بر تولید آنزیم بررسی شد
  
 اثر منابع کربنی محیط کشت روي تولید آنزیم -2-4-3

محیط  ، ازسی اثر منبع کربن بر تولید آنزیمبه منظور برر
و در  چند ارلن یکسان محیط کشت تهیه شد کشت اولیه

گرم  6 ،گرم بر لیتر 3، ر لیترب گرم 5/1ي ها آنها از غلظت
کربوکسی متیل  گرم بر لیتر 12، گرم بر لیتر 9، بر لیتر

. منابع کربن استفاده گردید عنوان بهسلولز یا سبوس برنج 



 مریم عزیزي، جعفر همت  . . . تحمل کننده حرارت و Isoptericola variabilisجداسازي 

88 

در پایان آزمایش میزان فعالیت اگزوگلوکانازي در محلول 
  .شد گیري اندازهرویی 

 

  اثرمنبع نیتروژن بر تولید آنزیم -2-4-4
مقادیر بر تولید آنزیم، نیتروژن به منظور بررسی اثر منبع 

گرم بر  8/2، گرم بر لیتر 4/1متفاوت از سولفات آمونیوم، 
، گرم بر لیتر 11 /2 ، گرم بر لیتر 4/8، گرم بر لیتر 6/5، لیتر

سپس . محیط مورد استفاده قرارگرفتگرم بر لیتر  8/16
  .شد گیري اندازه آنمیزان تولید اگزوگلوکاناز

  

 پایداري حرارتی فعالیت آنزیمیارزیابی  -2-4-5

به منظور سنجش میزان پایداري حرارتی فعالیت 
 اگزوگلوکانازي، محلول رویی محیط کشت حاوي جدایه

قرار داده شد و سلسیوس درجه  50منتخب در بن ماري 
ساعته از محلول  24ساعته،  4ساعته،  2در فواصل زمانی 

ن فعالیت میزاي طی شده ها زمان پس از. گیري شد نمونه
نجام آزمایش، کنترل ا. گردید گیري اندازهاگزوگلوکانازي 

  .گرفتن در بن ماري بودنمونه قبل از قرار
 

  ماريآتحلیل  -2-4-6
 تحلیل و تجزیه .شد تکرار بار سه حداقل ها آزمایش همه

 انجام  Anovaو  زوجی مقایسهآزمون  از استفاده با آماري
 )SD±( معیاري انحراف ها میانگین براساس ها داده .شد
انحراف  و ها میانگین از استفاده با ارور بارها  .ندشد بیان

 Pکه  زمانی .ندشد محاسبه اکسل افزار نرم وسیله به ها معیار

value 05/0 P< ،01/0 P< 001/0و P< در معنادار تفاوت 
 .شد گرفته نظر

  
  نتایج و بحث -3
تجزیه  ي ترموفیلها جداسازي و شناسایی باکتري -3-1

  کننده سلولز
ي لجن و آب ها شده از نمونه هاي جدادر میان کلنی

به  D9و D2 ،D3 ،D5جدایه  4هاي آب گرم دهلران  چشمه
له شفاف حاصل ها طور واضح رشد کرده و توانایی ایجاد
ي کنگورد طی ها از فعالیت سلولازي روي پلیت

باکتریایی بر ي ها این جدایهاما . انکوباسیون را نشان دادند
بر . گري شدند فعالیت سلولازي غربالکمی اساس میزان 

زان می D9جدایه مذکور، جدایه  4از میان  این اساس
  ). 1شکل ( نشان دادبالاتري  )FPase( ينازاگزوگلوکا

، NCBIجدایه مذکور در  16SrRNA ،4ژنی  توالی
BLAST هاي  شناسایی مولکولی نشان داد جدایه. گردید

D2 ،D3 ،D5  و D9 ) بر اساس درصد مشابهت و به
 Pseudoxanthomonas%) 99(هاي متعلق به گونه) ترتیب

mexicana، )99 (%Chelatococcus daeguensis ،)98 (%
Promicromonospora sp.، )99 (%Isoptericola sp. 

  .باشند می

  

 
ي باکتریایی تولید کننده ها سویه. ي آب و لجنها تجزیه کننده سلولاز جداسازي شده از نمونهي ترموفیل ها غربالگري باکتري  1 شکل

  .(P* < 0.01)سلولاز براساس فعالیت اگزوگلوکانازي موجود در محلول رویی محیط کشت مقایسه شدند 
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اساس نتایج ارزیابی فعالیت اگزوگلوکانازي از بین  بر
به واسطه مقدار  Isoptericola spجداشده،   يها گونه

بر . بیشتر فعالیت انتخاب و مطالعه در مورد آن ادامه یافت
عنوان به D9 سویه منتخب اساس نتایج توالی 

Isoptericola variabilis sp. IDAH9.  شناسایی و در
. ثبت گردید KM279624بانک اطلاعات ژن به شماره 

فیلوژنی جدایه منتخب را با خاستگاه و ارتباط  2شکل 
 Isoptericolaکه بعد از  .دهد میي دیگر نشان ها باکتري

variabilis 225 به آن ترین سویه نزدیک 
Promicromonospora citrea است.     

ي ترموفیل ها ي طبیعی و زیستگاه باکتريها جمله محیط از
در زمینه  يگزارشات متعدد .باشد میي آبگرم ها چشمه

ي ها جداسازي و بررسی فعالیت سلولازي میکروارگانیسم
ي آب ها حرارت دوست یا تحمل کننده حرارت از چشمه

اي  طی مطالعه .]22-9،12،18[ گرفته استصورت گرم 
ي ها انجام شده برخی گونه 2006که در سال 

Pseudoxanthomonasي مختلف از جمله ها ، از مکان
اند که قادر به تجزیه  زي شدهي آب گرم جداساها چشمه

ند ا بودهسلسیوس درجه  50سلولز و قادر به رشد در 

و همکارانش در  Yoon توسط در مطالعه دیگري که. ]23[
 Chelatococcus سویه ،صورت پذیرفت 2008سال 

daeguensis- sp. nov. ,  از فاضلاب کارگاه نساجی
 اما گزارشی مبنی بر وجود. ]24[ گردیدجداسازي 

Isoptericola variabilis  ي آبگرم و فعالیت ها در چشمه
  .است سلولازي آن منتشر نشده

  
 .Isoptericola variabilis spتوسعه فعالیت سویه  -3-2

IDAH9  
پس از انتخاب سویه مناسب به منظور توسعه فعالیت 

بدین . سازي شد جدایه، محیط کشت تولید آنزیم بهینه
منظور اثر منابع کربن، نیتروژن، توئین، ساکاروز بر روي 
محیط که براي تولید آنزیم مورد استفاده قرار گرفته شده 

مقادیر متفاوتی از منبع کربن محیط . بود، بررسی گردید
 80،  آمونیوم سولفات، توئین CMCسبوس برنج و یعنی 

باشد، به  عنوان القاگر تولید آنزیم می و ساکاروز که به
افزوده شد و  Isoptericola variabilis sp. IDAH9محیط 

ها  میزان تولید آنزیم اگزوگلوکاناز در هر یک از محیط
  .ارزیابی گردید

 

 
 

 در مرتبط يها توالی را با  16S rDNAIsoptericola variabilis strain (IDAH9) ژنی توالی بین ارتباط فیلوژنتیک درخت  2شکل 
GenBank  استفاده از برنامه  با درخت .داده است شاننMEGA 6 الگوریتم  وneighbor-joining algorithm  ساختهاسترپ  بوت 1000با 

 .شد
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  اثرمقادیر مختلف القاگر بر تولید آنزیم -3-3
توانند تولید آنزیم را  میاساس گزارشات برخی مواد  بر

از جمله برخی قندها در حضور سلولز، . القاء کنند
در بررسی انجام  .]16[توانند چنین نقشی را ایفا کنند  می

ساکاروز در % 1/0و % 2/0ي ها شده، اثر حضور غلظت
 .Isoptericola variabilis spمحیط بر تولید اگزوگلوکاناز 

IDAH9 شان داد که نمشاهدات . مورد ارزیابی قرار گرفت
وزنی ساکاروز میزان اگزوگلوکاناز %  2/0میزان  در

و در روز چهاردهم  U/ml 33/0 ترتیب در روز هشتم به هب
بنابراین نتیجه ). 3شکل (افزایش یافت  U/ml62/0 به

گرفته شد که افزایش القاگر در محیط باعث افزایش 
همچنین نتایج نشان داد که در روز . شود میاگزوگلوکاناز 

در . باشد میچهاردهم تولید آنزیم بیشتر از روز هشتم 
ملاحظه کرد  ادد انجام 2010در سال  Liang که يا مطالعه

ي ها توانند در طیف میي مختلف ها کربوهیدراتکه 
سلوبیوز، گلوکز، . گوناگونی ترشح سلولاز را القا کنند

لولز اثر القایی بیشتري نشان ه سلاکتوز و ساکاروز نسبت ب
 .Anoxybacillus spسلولازهاي ترشح شده از  و اند داده

  .]25[ سلوبیوز بهتر القا شده است وسیله به 527
  

  برتولید آنزیم 80توئین اثر مقادیر مختلف  -3-4
توئین در محیطی % 6/0، %4/0، %2/0، % 1/0غلظت  4اثر 

لیتر بود، بر روي  برگرم  3موجود در آن  CMCکه میزان 

نتایج . تولید آنزیم اگزوگلوکاناز مورد بررسی قرار گرفت
بدست آمده از سنجش کیفی بیانگر شفافیت بیشتر جدایه 

بیشتر آنزیم در این و تولید % 6/0منتخب در غلظت 
% 6/0همچنین نتایج نشان داد که غلظت . غلظت بود

   ).4شکل ( بهترین اثر افزایشی را روي تولید آنزیم دارد 
 U/ml008/1میزان فعالیت اگزوکلوکانازي در این غلظت 

در  80ي مختلف تویینها تولید آنزیم در غلظت .بوده است
ایش فعالیت افز .روز چهاردهم بیشتر از روز هشتم بود

آنزیمی در حضور سورفکتانهاي غیر یونی، به پدیدار شدن 
سپس افزایش واکنش  در آنزیم باکتریایی و SHي ها گروه

از . داخلی بین آنزیم و سوبسترا نسبت داده شده است
 Nectriaتولید سلولاز را در  80طرفی تویین

Catalinensis 25[ بالا برده است[.  
  
  منابع کربنی روي تولید آنزیم اثر مقادیر متفاوت -3-5

از آنجا که هدف نهایی تحقیق، استفاده از منابع کربنی 
منبع کربنی کربوکسی  2مختلف براي تولید آنزیم بود، اثر 
 Isoptericola variabilisمتیل سلولز و سبوس بر تولید آنزیم 

sp. IDAH9 میزان اگزوگلوکاناز جدایه منتخب، . بررسی شد
، g/l5/1ه داراي ترکیبات پایه یکسان با میزان هایی ک در محیط

 g/l3 ،g/l6 ،g/l 9 ،g/l12  از منابع کربنی سبوس و کربوکسی
  .متیل سلولز بودند، سنجش گردید

  

  
  FPase( (P* < 0.05)(اثر القاگر بر تولید اگزوگلوکاناز   3شکل 
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  (P* < 0.05) تولید اگزوگلوکانازبر  )Tween 80  )Tw80اثر  4شکل 

  
اساس نتایج حاصل، بیشترین فعالیت اگزوگلوکانازي  بر

و سبوس  گرم بر لیتر کربوکسی متیل سلولز 12 در غلظت
 محیط ضمن آنکه در. مشاهده شد روز چهاردهم در

ه بنسبت  فعالیت بیشتريحاوي کربوکسی متیل سلولز 
). 6و  5ي ها شکل( مشاهده گردید محیط داراي سبوس 

و همکارانش یافتند که سبوس گندم  Assareh ،در تحقیقی
و جو بهترین سوبستراها براي تولید سلولاز 

شده از خاك  جداسازي  Geobacillus.sp. T1وسیله به
   .]13[ معرفی شده است

  
  آنزیممنبع نیتروژن بر تولید مقادیر مختلف  اثر -3-6

 نشان داده شده است،  7طور که در شکل  همان

Isoptericola variabilis sp. IDAH9 بیشترین میزان تولید
سولفات داشته است و  آمونیوم g/l6/5آنزیم را در غلظت 

میزان تولید اگزوگلوکاناز در روز چهاردهم در این غلظت 
و  Acharya. رسیده است U/ml71/0از آمونیوم به 

همکاران گزارش کردند که ترکیبات نیتروژنی آلی و غیر 
عنوان منبع نیتروژن براي تولید سلولاز در  آلی که به

Aneuribacillus thermoaerophilus WBS2  جداسازي
]. 14[اند  هاي آب گرم استفاده نموده شده از چشمه

Spiridonov  وWilson  ترکیباتNH4  را به عنوان منابع
 ].26[اند  لوبی براي سنتز سلولاز گزارش کردهنیتروژنی مط

ارزیابی پایداري حرارتی فعالیت آنزیمی  -3-7
Isoptericola variabilis sp. IDAH9  

 .Isoptericola variabilis spدر  نتایج نشان داد که 

IDAH9  ساعت  2پس از سلسیوس درجه  50دماي در
از فعالیت اگزوگلوکانازي خود را حفظ % 77همچنان 

همچنین پس از گرما گذاري محلول رویی . خواهد کرد
فعالیت % 64ساعت حدود  24جدایه منتخب در  مدت 

بر اساس ). 8شکل (اگزوگلوکانازي باقی خواهد ماند 
مطالعات دیگر، چندین سویه مقاوم حرارت دیگر مانند 

Paenibacillus, Brevibacillus, Thermobifida  و
Cellulomonas sp.  تولید سلولاز پایدار در حرارت را

هایشان فعالیت را براي مدت  اند، اگرچه سلولاز نشان داده
سلسیوس درجه  60طولانی در دماهاي بالاي بیش از 

 .]11[اند  حفظ نکرده
  
  بررسی رابطه تولید آنزیم اگزوگلوکاناز طی زمان -3-8

 Isoptericolaبررسی روند تولید آنزیم اگزوگلوکاناز 

variabilis sp. IDAH9  طی زمان، نشان داد که جدایه در
فعالیت اگزوگلوکانازي  U/ml68/0پایان روز اول حدود 

ها با یک روند افزایشی تا روز  سپس میزان فعالیت. دارد
در این حالت فعالیت . چهاردهم پیش رفته است

است و سپس کاهش  U/ml19/1دود اگزوگلوکوناز ح
  ).9شکل (یافت 
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  (P* < 0.05) ي مختلف کربوکسی متیل سلولز به عنوان منبع کربن بر تولید اگزوگلوکانازها اثر غلظت  5 شکل

  

  
  (P* < 0.02) ي مختلف سبوس به عنوان منبع کربن بر تولید اگزوگلوکانازها اثر غلظت  6شکل 

  

 
 (P* < 0.05) اثر منبع نیتروژن بر تولید اگزوگلوکاناز  7شکل 
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  (P* < 0.01)بررسی میزان پایداري حرارتی فعالیت اگزوگلوکانازي جدایه منتخب   8شکل 

  

  
 بررسی رابطه تولید آنزیم اگزوگلوکاناز طی زمان  9شکل

  
زمان ممکن است ناشی از  کاهش فعالیت آنزیمی با گذر

شکستن یا تغییر مواد مغذي و تولید محصولات فرعی در 
و همکاران بیشینه  Pothiraj. ]27[ محیط کشت باشد

 Rhizopus براي را Fpase (0.46 IU/ml)فعالیت 

stolonifer گرمخانه گذاريروز دوره  10از گذشت  بعد 
و  Kim. ]26[ بر روي ضایعات نشاسته گزارش کردند

تولید  Fpaseو  avicelaseگزارش کردند که  همکارانش
، در محیط K-12  Bacillus باکتري ترموفیل وسیله بهشده 

تا اینکه در روز هشتم به   فتهمایع بسرعت افزایش یا
  .]2[ میزان خود میرسد حداکثر

  

  گیري  نتیجه -4
 توجه قابل زیستی تنوع مطالعه، مورد گرم آب يها چشمه

 ده حرارت دارند کهتحمل کنني سلولاتیک و ها  از باکتري
 .I، ها در میان جدایه .باشند میکشت و جداسازي  قابل

variabilis sp. DAH9 تواند با منابع کربنی ارزانی  می
لوکاناز مقاوم گتجاري، اگزو CMCسبوس برنج و  مانند

  .  اي تولید نماید به حرارت قابل ملاحظه
  
  تقدیر و تشکر -5

ي علمی و صنعتی ایران به خاطر ها پژوهش از سازمان
. گردد میگزاري  همکاري در انجام این تحقیق سپاس

صندوق حمایت از  توسط مطالعه ایني ها بخشی از هزینه
اعتبار  مینأت 87041530 شماره با (INSF) پژوهشگران

   .شده است
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