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  )12/10/94: پذیرش مقاله  30/8/94: دریافت مقاله(
  

 توجه بالا ارزش با شیمیایی مواد تولید براي کشاورزي ضایعات مؤثر تبدیل هايفرایند توسعه امروزه -چکیده
 تبدیل هايفرایند بیشتر براي صنعتی هايآنزیم ترینمهم از یکی اویسلازها. است کرده جلب خود به را زیادي
 AVI اختصاصی مایع محیط به هانمونه اویسلاز، مولد باکتري جداسازي براي مطالعه، این در. هستند زیستی
 هاله داراي و ترموفیل هايباکتري .شدند انکوبه گرادسانتی درجه 50 دماي در هفته یک مدت به و تلقیح براث

 میزان بیشترین که AV8 باکتري. شدند جداسازي و سازيخالص) سلولی خارج اویسلاز دهندهنشان ( شفاف
 16S rRNA ژن آنالیز و بیوشیمیایی مطالعات نتایج. شد انتخاب بعدي مطالعات براي داد، نشان را شفاف هاله

 مورد مختلف محیطی پارامترهاي تحت اویسلاز تولید. باشدمی باسیلوس جنس به متعلق سویه این که داد نشان
) درصد 5/0( ساکارز شامل ترتیب به اویسلاز آنزیم تولید جهت نیتروژن، و کربن بهینه منبع. گرفت قرار بررسی

 ستون و دیالیز آمونیوم، سولفات از استفاده با اویسلاز آنزیم سپس. آمد دست به) درصد 25/0( مخمر عصاره و
 دمایی محدوده در آنزیم که داد نشان نتایج. شد سازيخالص نسبی طور به سفارز-Q یونی تبادل کروماتوگرافی

 پایداري و فعالیت. داشت را فعالیت ترینبیش گرادسانتی درجه 70 در و بوده پایدار گرادسانتی درجه 30- 70
 اسیدوفیل و ترموفیل اویسلاز یک آنزیم این که دهدمی نشان هاویژگی این. شد مشاهده pH 6 در اویسلاز بهینه
 نمونه به نسبت) درصد 107( کلروفرم و) درصد 138( متانول وسیله به اویسلاز فعالیت این، بر علاوه. است
 استفاده براي ايبالقوه کاربردهاي AV8 اویسلاز که سازدمی نشان خاطر نتایج این. کردافزایش پیدا  حلال فاقد

 .باشدمی دارا را مختلف صنایع در
  

  .خصوصیت تعیین ترموفیل، باسیلوس، اویسلاز،: واژگان کلید
  

  مقدمه -1
 که است طبیعی ساکاریدپلی ترینفراوان عنوان به سلولز

 تجدید قابل کربوهیدراتی منبع عنوان به بالقوه طور به

 گیردمی قرار استفاده مورد زیستی محصولات تولید براي
 صنعتی کاربرد براي مرحله ترینضروري و اولین. ]1[

 آنزیمی و شیمیایی نظر از هم که است آن هیدرولیز سلولز
 محیط با سازگار روشی آنزیمی، هیدرولیز. شودمی انجام
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. شودمی انجام سلولاز هايآنزیم وسیله به که است زیست
 گلوکز و محلول قندهاي به سلولز هیدرولیز هاآنزیم این
 گروه سه به حداقل توانمی را سلولازها. کنندمی کاتالیز را

) 1-4( بتا اگزو گلوکانازها، )1- 4( اندو بتا. کرد بنديطبقه
 اندوگلوکانازها. گلوکوزیدازهابتا و) اویسلازها( گلوکانازها

 مولکولی داخل گلیکوزیدي بتا به طور تصادفی پیوندهاي
 قابل جدید هايخهشا تولید براي را سلولز زنجیره از

. کنندمی هیدرولیز اگزوگلوکانازها حمله براي دسترس
 هستند، سلوبیوهیدرولازها شامل که اگزوگلوکانازها

 غیر و احیا انتهاي از را گلوکز موارد برخی در و سلوبیوز
 گلوکز بتاگلوکوزیدازها. کنندمی آزاد سلولز زنجیره از احیا

 زیست از زیادي مقادیر. ]2،3 [کنندمی ایجاد سلوبیوز از را
 هايفرایند و صنعتی پردازش طی در که گیاهی توده

 زیست و اقتصادي مشکل یک شوندمی تولید کشاورزي
 مواد عنوان به توانمی ضایعات این از. هستند محیطی

 جمله از زیستی محصولات تولید براي قیمت ارزان اولیه
 کاربردهاي اویسلازها]. 4[ کرد استفاده سلولاز تولید
 به کشاورزي ضایعات زیستی تبدیل در ايبالقوه

 زیستی سوخت و یاخته تک پروتئین مثل مفید محصولات
 صنایع از بسیاري در ترموفیل اویسلازهاي. ]5،6[ دارند

 در سلولزي سوبستراهاي هیدرولیز چون ،هستند ارزشمند
 هايگونه .شودمی انجام ترسریع بسیار بالاتر دماهاي

 خارج هايآنزیم از زیادي مقادیر ترشح به قادر باسیلوس
 مجزا اویسلازي فعالیت دو. ]7[ هستند سلولی

 سایر. ]8 [است شده مشاهده  Bacillus circulansدر
 Bacillusو  Bacillus sphaericus،باسیلوس هايسویه

subtilis  9،10 [اندداده نشان بالایی سلولز تجزیه فعالیت[ .
 تولید به قادر که ترموفیل هوازي باکتري یک تازگی به

 جداسازي Caldibacillus cellulovorans است اویسلاز
 در اویسلاز  بسیار کاربردهاي باوجود. ]11[ است شده

 بر اندکی مطالعات زیستی سوخت صنعت ویژه به صنایع
 مطالعه این در .است گرفته صورت آنزیم این روي

 اویسل روي است قادر که  Bacillus licheniformisسویه
 کند تولید را اویسلاز آنزیم و کند رشد سوبسترا عنوان به
 جداسازي جیرفت شهرستان در گروه گرم آب چشمه از

 هايویژگی تولید، شرایط سازيبهینه از پس و شده
 مختلف، هايpH مختف، دماهاي در اویسلاز بیوشیمیایی

  .گرفت قرار بررسی مورد آلی هايحلال و هایون
  
  ها روش و مواد -2
  اویسلاز مولد باکتري غربالگري و برداري نمونه -2-1

 و ترموفیل هايباکتري جداسازي براي پژوهش این در
 شهرستان در گروه گرمآب چشمه از اویسلاز آنزیم مولد

 درجه 57 جغرافیاي مختصات با کرمان استان در جیرفت
 عرض دقیقه 5 و درجه 29 و شرقی طول دقیقه 56 و

 صورت برداري نمونه گرادسانتی درجه 72 دماي با شمالی
 هايباکتري جداسازي براي کشت محیط ترکیبات. گرفت

 ,MgCl2.6H2O, 0.2  Avicel  (g/l) لشام اویسلاز مولد

20; yeast extract, 0.5; (NH4)2SO4, 2; CaCl2, 0.1; 
K2HPO4, 2; KH2PO4, 0.6;  12 [دباشیم[. 

 10از  اویسلاز یمآنز کننده- تولید یهسو ینبهتر یینتع براي
هاله در  يکه در ابتدا دارا آنزیمکننده  یدتول ينوع باکتر

 هاباکتري این. شد استفاده بودند خود یاطراف کلن
  rpmگراد و دور یدرجه سانت 50 يبراث در دما  AVIدر

ساعت  72و  48 هايکشت داده شدند و در زمان 150
 باکتري وشد  گیري اندازه ]13 [میلربا روش  هاآن یتفعال
به  بود کرده تولید محیط در را گلوکز غلظت ترینبیش که

 بعدي هايبررسی و شدبرتر در نظر گرفته  یهعنوان سو
  .گرفت انجام آن روي

  
  اویسلاز آنزیم کننده تولید هاييباکتر ییشناسا -2-2
به لحاظ  یتیکسلولا هايباکتري شناسایی براي 

گرم، تست  یزياز رنگ آم یوشیمیاییو ب یکیمورفولوژ
 یترات،س یمونتست س ،TSIتست  ،SIMکاتالاز، تست 
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 -رد و تست وگس یلتست مت ین،ژلات یدرولیزه تست
ابتدا  یمولکول ییبه منظور شناسا. شد استفادهپروسکوئر 

 از پس. شد داده کشت آگارAVI  محیط در AV8 يباکتر
 فنل روش از DNA استخراج جهت هاباکتري رشد

 در PCR واکنش انجام براي. ]14[ شد استفاده کلروفرم
 8/18 میزان به میکرولیتري 200 ویال درون ابتدا

 ترتیب به سپس. شد ریخته دیونیزه مقطر آب از میکرولیتر
 NTPd )10 میکرولیتر Buffer 10x، 5/0 میکرولیتر 5/2

 ،)مولارمیلی 20(      MgCl2 میکرولیتر 1 ،)مولار میلی
 مخلوط ویال محتوایات سمپلر کمک با آرامی به و اضافه

 به Taq DNA Polymerase آنزیم از مرحله این در. شد
 استوك از بلافاصله و اضافه ویال به میکرولیتر 2/0 میزان

 به کدام هر) Forward, Reverse( هاپرایمر مولپیکو 20
 نهایت در. شد مخلوط و افزوده آن به میکرولیتر 1 اندازه

 از شده استخراج( الگو DNA نمونه از میکرولیتر 5/0
 ژنومی، DNA مشاهده براي. شد اضافه ویال به) باکتري

 توالی. شد استفاده درصد 7/0 غلظت با آگارز ژل از
DNA یاب توالی از استفاده با DNA بیونیر شرکت توسط 

  . شد تعیین) جنوبی کره(
 
در حضور منابع  یمآنز یدتول یطشرا يساز بهینه - 2-3

  مختلف 
  منابع مختلف کربن  -2-3-1

در رشد و  مؤثرکربن به عنوان فاکتور مهم و  منبع
 مناسب کربن منبع از استفاده. باشدیم یکروبیم یسممتابول

 این در. دارد آنزیم تولید و هاهزینه نظر از زیادي اهمیت
 سوکرز، گالاکتوز، گلوکز، کربن منبع نوع 6 بررسی،
به  Avicel Microcrystalin) (cellulose، CMC ،نشاسته

ساعت  48در زمان . ]15 [استفاده شدند يعنوان منبع انرژ
منتقل  15فالکون  به را هاارلنمیلی لیتر از محتواي  10

 یقهدق 5به مدت  rpm 5000در  یفیوژکرده و بعد از سانتر
سوپرناتانت  یمیآنز یتفعال گراد،یدرجه سانت 4 يدر دما

 یلرشده طبق روش م یدگلوکز تول یزاناساس م بر
 شده داده رسوب هاييوزن خشک باکتر. شد گیري اندازه

در  لیترمیلی 10 حجم در گرممیلی حسب بر فالکون هر در
  .  ساعت محاسبه شد 48 یانپا
  
  یتروژنمنابع مختلف ن -2-3-2
 رشد در توجه مورد عوامل از استفاده مورد نیتروژن منبع 
منبع  سازيبهینه در. باشدمی میکروبی محصولات تولید و
متفاوت  یبنوع ترک 6 اویسلاز یمآنز یدجهت تول یتروژنن

 یم،سد یتراتن ید،کلرا یومسولفات، آمون یومشامل آمون
درصد  25/0و پپتون با غلظت  یپتونعصاره مخمر، تر

فعالیت آنزیمی سوپرناتانت بر اساس . ]15 [استفاده شدند
 شد گیريمیزان گلوکز تولید شده طبق روش میلر اندازه

 هر در شده داده رسوب هايباکتري خشک وزن .]13[
 یاندر پا لیترمیلی 10 حجم در گرممیلی حسب بر فالکون

   . ساعت محاسبه شد 48
  
  مختلف  یونیمنابع  -2-3-3

ساعت  18براث به مدت  ینتنوتر یطمح درAV8  باکتري
 ینتنوتر یطاز مح يمساو یزانکشت داده و سپس به م

مختلف  یونیبراث با منابع  AVI يها یطبراث به مح
 غلظت باMgSO4, MnSO4, ZnSO4, CaCl2, KCl شامل
 فعالیت .]15 [ شدند داده انتقال لیتر بر گرم 5/0 یونی

 طبق شده تولید گلوکز میزان اساس بر سوپرناتانت آنزیمی
  .شد گیرياندازه میلر روش

  
2-3-4- pHمختلف  هاي  

باکتري جداسازي شده در  یط،مح pH تأثیر بررسی جهت
ساعت کشت داده  16- 18محیط نوترینت براث به مدت 

  pHمقدار 6براث با  AVI هايشده و سپس در محیط
 براي .]15 [شدند یحتلق) 9، 8، 7، 6، 5، 4(متفاوت 

 یندر ا. استفاده شد یلراز روش م یطسنجش گلوکز در مح
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میکروبی  هايمتابولیت رشد که داشت توجه باید مرحله
کشت  یطمح یهاول pHساعت باعث تغییر  48در مدت 

جهت  مؤثر يفاکتورها یگربر خلاف د ینبنابرا شود،یم
، )یتروژنمانند منبع کربن و ن( یمآنز یدتول يساز ینهبه
 ساعت 48 از بعد .باشدیم یرمتغ یطمح یدیتهاس یزانم

 هاآن خشک وزن و سوپرناتانت آنزیمی فعالیت
  .شد گیري اندازه

  
  اویسلاز آنزیم سازيخالص -2-4
  .استفاده شد اویسلاز یمسنتز آنز برايAV8  يباکتر از

ml20 به یافته رشد باکتري واجد براث نوترینت محیط از 
 AVI( یاختصاص یعما یطمح ml 200 يحاو هايارلن
) درصد محیط 10(برده  اویسلاز یمجهت سنتز آنز) براث

و  گرادسانتی درجه 50 دماي ساعت در 48و به مدت 
rpm150 یطدر مح هاباکتري شرایط این در. شدند انکوبه 

 يدر مرحله بعد. کنندیو ترشح م یدتول اویسلاز یمآنز
را در همان  ییمحلول رو يارلن حاو یم،جهت رسوب آنز

 یسیهم زن مغناط يبر رو) یخ يدرون ظرف حاو( یطشرا
درون محلول  یومسولفات آمون یجقرار داده و به تدر

گرم  56 یطمح ml 100هر  يبرا یبه طور کل. شد یختهر
محلول به ). درصد 85( شودیاستفاده م یومسولفات آمون

 استفاده با دیالیز. شد ریخته دیالیز کیسه درون آمدهدست 
 رسوب از آمونیوم سولفات نمک حذف جهت کیسه از

از  یمآنز یصتخل يبرا. شودمی انجام پروتئینی
) cm24×5/1 ( سفارز - Q یونی یضتعو یکروماتوگراف
و خوانش جذب  فرایند ینپس از انجام ا. یداستفاده گرد

 فعالیت مربوطه، نمودار رسم و نانومتر 280 در هالوله
شد و نمودار آن  یدهسنج یکهر پ هايفراکشن در آنزیم

  .  یدغلظت نمک رسم گرد یبهمراه با ش
  
   یمیآنز یاتخصوص یبررس -2-5

 یتکننده فعال یینمهم و تع يو دما از فاکتورها pH مقادیر

 مطلوب، هايویژگی با یسلازاو  یمآنز یراز. هستند آنزیمی
 یدارياتاق، پا يدر دما یحت اویسل یهتجز ییشامل توانا

در  یع،وس pHمناسب در محدوده  یتبالا و فعال يدر دما
  .گیردمی قرار استفاده مورد مختلف هايفرایند

  
    دمایی یداريپا و یتفعال یزانم یبررس -2-5-1
مختلف  يدر دماها  AV8باکتري آنزیم فعالیت میزان 

 500به  ،مطالعه یندر ا. قرار گرفت یمورد بررس
 یمکه در بافر سد) درصد یک AVI(سوبسترا  یکرولیترم

 یکرولیترم 500مولار آماده شده است،  یلیم 50فسفات 
درجه  30-90 ییاضافه شده و در محدوده دما یمآنز

در . شدند گرماگذاري دقیقه 30 مدت به گرادیسانت
 یکرولیترم 500 اویسلاز، یمآنز ییدما پایداري یبررس

قرار  یمورد بررس يدر دماها یقهدق 30را به مدت  یمآنز
 به گرفتند قرار شده تعیین دماي در هاهمه لوله یداده وقت

 افزوده سوبسترا میکرولیتر 500 زمان هم طور به هاآن همه
 انکوبه دقیقه 30 مدت به گرادسانتی درجه 50 دماي در و

 DNS (Dinitro-salicylicمعرف ml1 از آن  پس. شدند

acid) 10 مدت به هالوله همه و افزوده هالوله همه به 
 شدن خنک از بعد. شدند داده قرار گرمآب حمام در دقیقه
 گردید تعیین نانومتر 540 موج طول در هاآن جذب هالوله

]13[.  
 
  یربرگشت ناپذ یفعال شدن حرارت یرغ یبررس -2-5-2

 نکوبها وسیله به()  1ناپذیر برگشت حرارتی شدن غیرفعال
 70، 60، 50( مختلف دماهاي در آنزیمی محلول کردن
 محلول از میکرولیتر 500. شودمی انجام) گرادسانتی درجه

، 40، 30 ،10،20، 0( مختلف زمانی هايبازه در آنزیمی
 گرادسانتی درجه 70، 60، 50 دماهاي در) دقیقه 60 ،50

به روش  یمیآنز یتفعال یزانقرار داده شدند و سپس م
  .شد گیري اندازه یلرم
  

                                                             
1 Irreversible thermal inactivation 
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  مختلف هايpHدر  یداريو پا یتفعال یزانم یبررس - 5-3- 2
در محدوده  AV8 يباکتر اویسلاز یمآنز یتفعال میزان

12- 3 pH به کار رفته  هايبافر. گرفت قرار بررسی مورد
، 5: سدیم استات:  از بودند عبارت مختلف pH یهته يبرا
4) pH 7، 6:فسفات)  04/82با  برابر یمولکول جرم  pH 
 pH 10، 9، 8: تریس) 18/174برابر با  مولکولیجرم (

 هانمونه آنزیمی فعالیت. )04/121 با  برابر یجرم مولکول(
 شرایط در و درصد یک اویسل سوبستراي از استفاده با

 pH بر حسب یمیآنز یتفعال منحنی و شد انجام استاندارد
بافر با  یکرولیترم 500به  یداريپا یبررس در. گردید رسم
pH  ،اضافه کرده و به  یمآنز یکرولیترم 500مورد نظر

سپس  وقرار گرفتند  یطمح يساعت در دما یکمدت 
استاندارد  یطمانده بر اساس شرا یباق فعالیت یزانم

  .شد گیري اندازه
  
   یآل هايدر حضور حلال یمیآنز یتفعال یزانم یبررس - 4- 5- 2

 یمآنز یتفعال یزانم یینتع يبه کار رفته برا یآل هايحلال
 تولوئن، اتر،اتیلدي ایزوپروپانول، بوتانول، شامل اویسلاز

 دي سولفوکساید، متیل دي سیکلوهگزان، متانول، کلروفرم،
 يهااستفاده از حلال ینکهبا توجه به ا. بودند آمید فرم متیل

ها یمآنز يواکنش برا یطقابل امتزاج با آب به عنوان مح یآل
 فعالیت بررسی براياند، یتحائز اهم یاربس یاز نظر صنعت

میکرولیتر از  600در ابتدا  یآل هايحلال حضور در آنزیم
 میکرولیتر 500 و بررسی مورد آلی هايحلال محلول

 هاسپس به همه لوله شد، افزوده هالوله همه به سوبسترا،
 فاقد نمونه آنزیمی فعالیت. شد اضافه آنزیم میکرولیتر 900

 فعالیت و شد گرفته نظر در درصد 100 عنوان به حلال
  .شد سنجیده آن به نسبت هاحلال سایر

  
 یباتو ترک هایوندر حضور  یتفعال یزانم یبررس -2-5-5

  مختلف 
 یمآنز یتفعال یزانم یینتع يبه کار رفته برا هايیون

 یمپتاس یدکلر ،CuSO4)(شامل، سولفات مس  اویسلاز

(KCl)، منگنز سولفات(MnSO4)،  سولفات آهن(FeSO4)، 
 یدکلر ،(CaCl2) یمکلس یدکلر ،(MgSO4) یزیمسولفات من

کبالت  یدکلر ،(ZnSO4) يسولفات رو ،(Hg2Cl2) جیوه
(CoCl2) در حضور  اویسلازي یتفعال ینهمچن. بودند

 دسیل دو سدیم ،(EDTA) اسید یکاست تترا آمین دي یلنات
 ،(B-Mercaptoethanol) مرکاپتواتانولبتا ،SDS)( سولفات

Triton X-100، یدروژنه یدپراکس Tween 20 و  (H2O2) 
 و بوده mM15 این ترکیبات داراي غلظت . نیز بررسی شد

  .اندشده حل  6pH با سدیم استات بافر در
  
  یمآنز ینتیکیس یتخصوص یینتع -2-6

مربوط به معادله سرعت  يبه دست آوردن پارامترها براي
 هايدر معرض غلظت اویسلاز یمآنز یمی،واکنش آنز

 از پس. عنوان سوبسترا قرار گرفت به اویسلمختلف 
 در آنزیم فعالیت میزان تعیین و آنزیمی واکنش انجام

 میکائیلیس منحنی سوبسترا مختلف هايغلظت حضور
  .شد رسم برگ،-ویر نمودارلاین و منتن

  
  بحث و نتایج -3
  اویسلازمولد  هاييباکتر يغربالگر -3-1
 قطر گیرياندازه با هاسویه توسط اویسل یهتجز میزان 

 یاختصاص یطدر مح. شد انجام اختصاصی محیط در هاله
 هاکلنی اطراف در کند رشد اویسلازمولد  باکتري چنانچه

ساعت  48بعد از  AV8 سویه. شودمی ایجاد شفاف هاله
 ایجاد اختصاصی محیط در را شفاف هاله میزان ترینیشب

 یطدر مح یمکننده آنز یدتول يباکتر 10 ینعلاوه بر ا کرد
AVI  ساعت و  48 هايزمانبراث کشت داده شدند و در

. شد گیري اندازه یلربا روش م هاآن یتساعت فعال 72
 ترینبیشساعت  72ساعت و  48بعد از  AV8 یهسو

 سویه عنوان به و کرد تولید محیط در را گلوکز غلظت
 انجام آن روي بعدي هايیبرتر در نظر گرفته شد و بررس

   ).1شکل ( گرفت
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  یو مولکول یوشیمیاییب ییشناسا -3-2
 آمیزي رنگ براساس حاصل آنزیم کننده تولید هايباکتري

 رسیدمی نظر به ییبیوشیمیا هايویژگی بررسی و گرم
 1 جدول در حاصل نتایج. باشد باسیلوس جنس به مربوط
 محصول براي توالی، تعیین از بعد. است شده آورده

  هايژن سایر با مقایسه در سویه ازپلیمر ايزنجیره واکنش

 16S rRNAدرخت بیوتکنولوژي ملی مرکز در موجود 
 استفاده با فیلوژنتیک درخت رسم. گردید رسم فیلوژنتیکی

 شد انجام Neighbour joiningبا روش  4 مگا افزار نرم از
 Bacillusگونه و جنس با سویه این  که داد نشان و

licheniformis  شکل( دارد درصد 98 از بیش همسانی 
2.(  

  
  

  ساعت 72و  48محیط مایع بعد از باکتري جداسازي شده در  10فعالیت اویسلازي   1شکل 
  

  هاي بیوشیمیاییتست  1جدول 
  نام

 سویه 

  سیمون 
  سیترات

  تست
TSI  

  هیدرولیز 
  ژلاتین

  تولید 
 ایندول

  تولید
H2S  

 MR/VP حرکت کاتالاز

HSA1 + اسید/ قلیا  _ _ _ + _ +/+ 

HSA2 + اسید/ قلیا  _ _ _ + + +/+ 

HSA3 _ اسید/ قلیا  _ _ _ + + +/+ 

HSA4 _ اسید/ قلیا  _ _ _ + _ +/+ 

HSA5 +  اسید/ قلیا  _ _ _ + _ +/+ 

HSA6 + اسید/ قلیا  _ _ _ + + +/+ 

HSA7 + اسید/ قلیا  _ _ _ + _ +/+ 

HSA8 + اسید/ قلیا  + _ + + _ +/+ 

HSA9 + اسید/ قلیا  _ _ _ + _ -/+ 

HSA10 _ اسید/ قلیا  _ _ _ + _ -/+ 
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 Mega4 با استفاده از نرم افزار AV8درخت فیلوژنی سویه باسیلوس لیکنی فورمیس   2شکل 

  
   مختلف منابع حضور در تولید شرایط سازي بهینه -3-3
  کربن مختلف منابع -3-3-1

 گالاکتوز، گلوکز، کربن منبع نوع 6 از بررسی این در
 يبه عنوان منبع انرژ Avicel، CMC نشاسته، سوکرز،

 شد مشخص آمده دست به هايداده اساس بر .استفاده شد
 به ساکارز ترکیب داراي محیط در AV8 باکتري در که

 از تربیش اویسلاز آنزیم تولید میزان توجهی قابل میزان
  گالاکتوز، گلوکز، نشاسته، داراي محیط( دیگر هايمحیط

Avicel،  (CMCباشدمی )آزمایشاتی در). الف -3 شکل 
 Trichodermaسلولاز در  یدتول سازيبهینه روي بر که

viride سنتز  ینهبه عنوان منبع به ساکارز گرفت صورت
 يبر رو یگريدر مطالعه د. ]16[شد  یشنهادسلولاز پ یمآنز

Acetobacter xylinum و گلوکز سوکرز، شد مشاهده 
 در را آنزیم تولید سطح توجهی قابل طور به مانیتول
  .]17[ دهندمی افزایش باکتري

  
  نیتروژن مختلف منابع -3-3-2

 ساعت 48 از پس  AV8باکتري در دهدمی نشان نتایج
 بعد و مخمر عصاره واجد محیط در فعالیت بهترین

 اساس بر). ب - 3 شکل( آمد دست به سولفات آمونیوم
 واجد محیط که گرفت نتیجه توانمی حاصل هايداده

 اویسل تجزیه و آنزیم تولید در بسزایی تأثیر مخمر عصاره
مناسب  یتروژنیعصاره مخمر به عنوان منبع ن. است داشته

 Paenibacillus و ]Bacillus cereus ]18 یلهبه وس

barcinonensis MG7  ]19[ پیشنهاد شده است  .  
  
3-3-3- pHمختلف هاي 

بیش  6pH با محیط در ساعت 48 از بعد  AV8باکتري
 9 و 8 ،7 هايpH در. داد نشان را آنزیم تولید میزان ترین

 بنابراین). ج -3 شکل( شودمی دیده آنزیم تولید کاهش
 ترین بیش واجد اسیدي pH داراي محیط در باکتري این

 روي بر که آزمایشاتی در. بود شده آزاد گلوکز میزان
صورت  .spباسیلوسسلولاز در  یمآنز یدتول سازيبهینه

 ].20 [ شد مشاهده pH 6در  یمآنز تولید ترینبیشگرفت 
 Paenibacillus barcinonensis روي بر که بررسی رد

MG7  8سلولاز در محدوده  یمآنز یدتول گرفت ورتص-
6 pH  آن  یدتول ترینبیش و داد نشان توجهی قابل افزایش

  ].19 [مشاهده شد pH  7در 
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  pH بهینه سازي شرایط تولید در حضور منابع مختلف کربن، نیتروژن، یون و   3شکل 
  
 مختلف  هاي یون -4 -3-3

 AV8 باکتري شود،می دیده د -3 شکل در که طور همان
 نشان را تولید میزان ترینبیش MgSO4 یون حضور در

 محیط در یون این حضور عدم در که طوري به. است داده
. است یافته کاهش توجهی قابل طور به آنزیم تولید میزان

 قابل تولید داراي نیز  ZnSO4یون واجد محیط در باکتري
 داراي هايمحیط سایر در که حالی در است بوده توجهی

 به میزان گلوکز آزاد شده در محیط KCl  و CaCl2 ،یون
 MnSO4 یون حاوي محیط در. کندمی پیدا کاهش تدریج
 در .شد مشاهده آنزیم تولید میزان در توجهی قابل کاهش

 سلولاز آنزیم تولید سازي بهینه روي بر که آزمایشاتی
-gLدر غلظت  MgSO4)( سولفات منیزیم گرفت، صورت

 یک عنوان به gL-1 0.001 غلظت در کلسیم کلرید و 1  1
 گلوکانازبتا تولید و باشندمی آنزیم سنتز در ضروري عنصر

  .]21 [دهندمی افزایش را

 اویسلاز آنزیم سازي خالص -3-4

 40( فسفات -سدیم بافر با کروماتوگرافی ستون
 متصل هايپروتئین ابتدا. شد رسانده تعادل به) مولار میلی
 نمکی غلظت شیب اعمال با. شدند آوري جمع نشده

 منفی بار که شده متصل هايپروتئین) درصد 90-0(
 غلظت کروماتوگرافی، انجام از پس. شدند جدا داشتند

 سنجیده پیک هر هايفراکشن در آنزیم فعالیت و پروتئین
 شیب در AV8 آنزیم فعال فراکشن نتایج اساس بر. شد

  ).  4 شکل( شودمی خارج ستون از درصد 25 نمکی
  
  آنزیمی خصوصیات بررسی -3-5
  دمایی پایداري و فعالیت میزان بررسی -3-5-1

 AV8 باکتري در دهدمی نشان نمودار که طور همان

 گرادسانتی درجه 70 دماي در آنزیم فعالیت بالاترین
 درجه 60 تا 30 دماي از که طوري به شد، مشاهده
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پیک فعال

 شکل( شد دیده آنزیم فعالیت افزایش روند گراد، سانتی
 از( باشدمی ترموفیل باکتري که این به توجه با). الف -5

 قابل نتیجه این) است شده جداسازي بالا دماي شرایط
 گراددرجه سانتی 80در دماي  اویسلاز آنزیم. بود بینیپیش
 فعالیت کاهش روند. داشت فعالیت کاهش درصد 24

که در دماي  طوري به داشته ادامه بالاتر دماهاي در آنزیمی
درصد فعالیت بهینه آنزیمی  70درجه سانتیگراد  90

جداسازي شده از باکتري  اویسلاز بررسی در. مشاهده شد
Paenibacillus chitinolyticus CKS1 آنزیم بهینه فعالیت 

 در. ]22[  شد گزارش گراد سانتی درجه 80 دماي در
 Bacillus ازشده  سازيخالص سلولاز روي بر ايمطالعه

pumilus EB3 ]23[ و Bacillus sp. L1 ]24[  ماکزیمم
   .شد مشاهده گراددرجه سانتی 60فعالیت آنزیم در دماي 

  
  ناپذیر برگشت حرارتی شدن فعال غیر بررسی -3-5-2

برگشت نشان داد که  قابلغیر حرارتی شدن غیرفعال نتایج
 60بعد از  گرادیدرجه سانت 50 يدر دما AV8 یسلازاو
 عمر نیمه. داشت فعالیت کاهش درصد 70حدود  یقهدق

 گرادسانتی درجه 70 دماي در دقیقه 20 حدود آنزیم این
  ).ب -5شکل ( است

  

 هايpH حضور در پایداري و فعالیت میزان بررسی -3-5-3
  مختلف

 3-12 محدوده در AV8باکتري  اویسلازي فعالیت میزان

pH گیرياندازه از حاصل نتایج. گرفت قرار بررسی مورد 
 آمده 6 شکل درAV8  باکتري آنزیم پایداري و فعالیت

 ترینبیش AV8 باکتري از آمده دست به اویسلاز. است
 به آنزیم فعالیت pH 7 در. داد نشان  6pH در را فعالیت
 pH 11- 12 بازه در و یافت کاهش توجهی قابل میزان

 در. شد مشاهده آنزیم بهینه فعالیت درصد 50 از ترکم
 Paenibacillus باکتري اویسلاز آنزیم فعالیت مطالعه

chitinolyticus CKS1، 8/4 در آنزیم فعالیت حداکثر pH  
 یلهشده به وس یدتول یسلازاو ینهبه pH. ]22 [مشاهده شد

 Paenibacillus champinasensis BL11 5/8 يباکتر
علاوه بر این اویسلاز تولید شده به . ]25[ شدگزارش 
 شرایط تحت Geobacillus stearothermophilusوسیله 
 جدا سلولاز بررسی در. ]26 [دارد مطلوبی عملکرد قلیایی

مشخص شد که  Bacillus pumilus EB3 باکتري از شده
و در  ]23[بوده است   6pHفعالیت بهینه آنزیم در 
Bacillus subtilis LFS3 5/6 در pH 27[شد  مشاهده.[   

  
 و هایون حضور در آنزیم فعالیت میزان بررسی -3-5-4

  مختلف ترکیبات
اویسلاز  شود،می مشاهده 2 جدول در که طور همان

 یلاز قب یباتیدر حضور ترک AV8حاصل از باکتري 
H2O2، CaCl2،EDTA   و MnSO4میزان به آن فعالیت 

  .کندمی پیدا افزایش توجهی قابل

  

  سفارز  آنزیم اویسلاز -Qمنحنی کروماتوگرام حاصل از ستون   4شکل 
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  AV8  تاثیر دما بر روي فعالیت و پایداري آنزیم باکتري  5 شکل
  

  

باکتري اویسلاز بر فعالیت و پایداري آنزیم  pHتاثیر   6شکل 
AV8  
  

اثر یون هاي فلزي و ترکیبات مختلف روي فعالیت   2جدول 
  ویسلازاآنزیم 

(%)فعالیت  هاي فلزي یون   

100 Control 
69 ± 2.2 ZnSO4 
77± 1.8 MgSO4 
37 ± 2.5 FeSO4 
46± 2.2 CoCl2 
51 ± 1.8 CuSO4 
29 ± 3.5 Hg2Cl2 
106 ± 2.5 CaCl2 
103± 3.0 MnSO4 
40 ± 2.5 KCl 
80 ± 2.1 Mercaptoethanol 
126 ± 1.9 EDTA 
37 ± 2.0 Tx100 
126 ± 1.8 H2O2 
10 ± 2.3 SDS 

 80بتا مرکاپتواتانول  یبدر حضور ترک اویسلاز یمآنز
در حضور  یمآنز ینا. را دارا بود یهاول یتدرصد از فعال

نشان داد که  یسلازياو یتدرصد فعال MgSO4 77 یون
 و هافعال بودن آنزیم در حضور یون یانگرموضوع ب ینا

  . باشدمی مختلف ترکیبات
 و Tx100 یلاز قب ترکیباتیو   Hg2Cl2وFeSO4  يهایون

SDS را آنزیم فعالیت ترکیبات و هایون سایر از تربیش 
سلولاز  یمآنز يکه بر رو ايمطالعه در. بود کرده ممانعت

صورت گرفت در حضور  سوبتیلیس باسیلوس يباکتر
 .]27[مشاهده شد  یمآنز یتفعال یشافزا یزیممن یون

 یمدر آنز +Hg2 یوندر حضور  یمآنز یتکامل فعال ممانعت
 Paenibacillus barcinonensisشده از  يسلولاز جداساز

MG7  وBacillus subtilis LFS3 شده است  زارشگ
ممکن  +Hg2 وسیله به یمآنز یتفعال ممانعت ].19،27[

مرتبط باشد که به برهم کنش  یولاست با اتصال به گروه ت
در  ینواسیدهاآم یلگروه کربوکس یا یپتوفانتر ینهآم یدبا اس

  .]27[ شودیمنجر م یمآنز
  
- حلال حضور در آنزیم پایداري و فعالیت بررسی -3-5-5

   یآل هاي
هستند و  گذارتأثیر هافعالیت آنزیم روي بر یآل هايحلال

در مدت زمان  یسلازاو یمآنز تأثیر ینا یبررس يبرا
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. مختلف قرار داده شد یآل هايواکنش در مجاورت حلال
در  AV8 يباکتر یمآنز یداريو پا یتحاصل از فعال یجنتا

 يدر باکتر اویسلاز یمآنز یتفعال. آمده است 3جدول 
AV8 درصد 138( متانول مثل آلی هايدر حضور حلال(، 

 یداپ یشافزا یقابل توجه یزان، به م)درصد 107(کلروفرم 
 به فرمآمید متیل دي حضور در آنزیم فعالیت اما. کندیم

 حضور در که طوري به کرد پیدا کاهش توجهی قابل طور
 باقیمانده آنزیم فعالیت از درصد 17 حدود ترکیب این

 جداسازي سلولاز آنزیم روي بر دیگري بررسی در. است
 فعالیت از درصد 85 حدود  Bacillus aquimarisاز شده
 ايدر مطالعه ].28[ کندمی حفظ متانول حضور در را خود

صورت گرفت  Bacillus flexusسلولاز  یمآنز يکه بر رو
به طور  یزوپروپانولدر حضور اتانول و ا یمآنز یتفعال

در حضور  که حالی در کندمی یداپ یشافزا یقابل توجه
 85(و متانول ) درصد 82( DMSO، )درصد 87(تولوئن 

   ].29[ شودیمهار م یبه طور نسب) درصد
در حضور  یمآنز یتفعال Bacillus halodurans CAS 1 در

 یشافزا یبه طور قابل توجه یتریلاستون، هگزان و استون
  ].30[ کندیم یداپ
  

آنزیم مختلف روي فعالیت حلال هاي آلی اثر   3جدول 
  ویسلازا

(%)فعالیت  هاي آلی  حلال  
Control 100 ± 2.3 
Methanol 138 ± 1.6 
Chloroform 107 ± 1.6 
Toluene 57 ± 2.2 
DMF 17 ± 2.5 
Isopropanol 87 ± 2.3 
Butanol 55 ± 1.7 
DMSO 33 ± 1.6 
Cyclohexane 93  ± 2.2 

  
 یمآنز ینتیکیس یتخصوص یینتع -3-6

 آنزیم فعالیت میزان تعیین و آنزیمی واکنش انجام از پس
 یمختلف سوبسترا منحن هايغلظت حضور در

) 7شکل (برگ  -ویور نمودارلاینو  منتن -میکائیلیس

 Vmax و mg/ml 27/0با  رابرب Km نتایج اساس بر. رسم شد
به دست  ویسلازا یمآنز براي 1µmol min- 079/0 برابر با

 Salinnivibrio يباکتر يکه بر رو يگریمطالعه د در. آمد

NTU-05 ریگرفت مقاد صورت  Kmو  Vmax آنزیم به
 دمحاسبه ش µmol min-1  86/142و  mg/ml 03/3 ترتیب

]31[.  
 با Bacillus subtilis LFS3 در Vmax و  Kmنیا بر علاوه

 mg/ml 2/2 بیبه عنوان سوبسترا به ترت CMCاستفاده از 
از مقالات در  يارشم .]27[گزارش شد  U/ml  699/0و 

 اندکرده گزارش 6/0- 7/2 محدوده در راCMC،  Kmمورد 
 سلازیاو میاست که آنز نینشان دهنده ا جینتا نیاکه  ]31[

به  ییبالا لیتما Bacillus licheniformisحاصل از 
  .سوبسترا دارد

  

  

  

برگ در غلظت  -رومنحنی میکائیلیس منتن و لاین وی  7شکل 
  AV8آنزیم ویسل ا هاي مختلف

  
براي تبدیل میکروبی مستقیم ضایعات کشاورزي به 
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 هايبیواتانول ارائه کاتالیزورهایی با پایداري در حرارت
 هايکه قادر به تحمل ممانعت کننده یدياس  pHوبالا 

 قابل پتانسیل نتایج این. است ضروري هستند تخمیري
 . دهدمی نشان بیواتانول صنعت در را آنزیم این توجه
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