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جداسازی شده از رسوبات آبی دریای    س سرئو باسیلوس  تولید اقتصادی آنزیم زایلاناز از سبوس برنج توسط  

 خزر 
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     چکیده

توسط قارچها،    میآنز  نیا   دی.تولرودیشمار م   به  اهانیگ  یسلول  وارهید  یاز اجزاء ساختمان  یک یکه  زایلاناز  میآنز  :سابقه و هدف 

ازاشوند ی  استفاده م  ییو مواد غذا  ،ینساج  عیکاغذ، صنا  دیگزارش شده است. در تول  ،یی ایدر  یهاجلبک  ها،یباکتر  ن ی. هدف 

زایلاناز    میمقدار آنز  نیشتریب  دیتول  یساز  نهیخزر و به  یایدر  یاز رسوبات آب  لوسیجنس باس  یگونه ها  نیبهتر  ی، جداسازقیتحق

 است.

  عیما طیشد. هر نمونه در مح یخزر در منطقه نوشهر جمع آور یایدر ینمونه از رسوبات آب 1۰ ق،ی تحق نیدر ا: ها   روش مواد و  

انجام شد. به    تیو روش پورپل  یالیسر  ی. رقت سازد یاستفاده گرد  یحرارت  ماریت  کیکشت داده شد. سپس از تکنلوریا برتانی  

کشت داده شد. به دنبال مشاهده هاله، روش چاهک    یآگار به صورت نقطه ا  لانیزا  یاختصاص  طیمح  ی رو  هیاول  یمنظور غربالگر

 یساز  نهیبا نمونه منتخب، به  نیشد. همچن  انجام و دیگر تست های بیوشیمیایی    گرم،اسپور  یزی. رنگ آمدیانجام گرد  یگذار

 شد.  انجامزایلاناز  میآنز دیتول زانیم

  ن یشتری ب  یدارا  هیگونه در مرحله ثانو1۰  هیاول  یگونه در مرحله غربالگر  3۰،  لوسیگونه باس  1۰۰  انیاز م  ق،یتحق   نی: در اها  افته ی

  ج ی. نتادیانتخاب گرد  میکننده آنز  دیتول  نیعنوان بهتربه  میلی متر24با قطر هاله    لوسیگونه باس  کیقطر هاله انتخاب شدند.  

  زان یم  نیشتریب  ،9  تهیدیبا اس  درجه ی سانتی گراد  45ی  نمونه در دما  نیا  DNSبه روش    یمیآنز  تیفعال  زانیسنجش م

( را نشان   IU/ml5/11۰در بهینه سازی سبوس برنج فعالیت آنزیمی)  ( را نشان داد.  IU/ml6/76)   زایلاناز  م یآنز  دیتول  تیفعال

 . استسرئوس لوسیباستشابه مربوط به  %99مجهول با  هیجداداد. 

زایلاناز حاکی از آن است که زیست بوم دریای خزر   میمولد آنز لوسیباس یگونه ها یجداساز نتایج به دست آمده : ی ر ی گ   جه ی نت 

دستیابی به جدایه های توانمند در تولید آنزیم زایلاناز را داراست که می توان از این جدایه ها طی فرایند  قابلیت مناسب جهت  

 بهینه سازی ارزان قیمت انزیم به بهره اقتصادی دست یافت. 

 سرئوسباسیلوس  ، (DNS)دیاس  کیسلیسال  تروین  ید  کیتکن   ،لوسیباس ،رسوبات آبی دریای خزر،زلانازای  میآنز  گان کلیدی:واژ 
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Abstract 

 Introduction: Xylanase enzyme is one of the structural components of the plan cell wall. The 

production of this enzyme by fungi, bacteria, and seaweed has been reported. They are used in 

paper production, the textile industry, and food. The purpose of this research is to isolate the best 

Bacillus species from the water sediments of the Caspian Sea and to optimize the production of 

the highest amount of xylanase enzyme. 

 Methods: this research aims, 10 samples of Caspian sea sediments were collected in Nowshahr 

region. Each sample was cultured in Luria-Bertani liquid medium. The heat treatment technique 

was used. Serial dilution and the pour plate method were performed. For initial screening, it was 

cultured on the special Xylan Agar medium. After observing the aura, the drilling method was 

performed. Gram staining, spores and other biochemical tests were performed. Also, with the 

selected sample, optimization of xylanase enzyme production was done. 

 Results: In this research, among 100 Bacillus species, 30 species were selected in the primary 

screening stage and 10 species in the secondary stage had the largest halo diameter. A bacillus 

species with a halo diameter of 24 mm was selected as the best enzyme producer. The results of 

measuring the amount of enzyme activity by the DNS method of this sample showed the highest 

amount of xylanase enzyme production activity (76.6 IU/ml) at a temperature of 45°C with an 

acidity of 9. Enzyme activity (110.5 IU/ml) was improved in rice bran optimization. The unknown 

isolate is related to Bacillus cereus with 99% similarity. 

 Conclusion: The results of the isolation of Bacillus species producing xylanase enzyme indicate 

that the Caspian Sea ecosystem has the appropriate ability to obtain isolates capable of producing 

xylanase enzyme, which can be obtained from these isolates through a cheap optimization process. 

The enzyme achieved economic benefits. 

  Keywords: Xylanase enzyme, Caspian Sea sediments, Bacillus, Dinitrosalicylic acid 

technique(DNS), Bacillus cereus 
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مقدمه 

 که اند   سلولزی  همی  هیدرولیتیک  آنزیم های  جزو زایلانازها

  جزء   زایلان، .تجزیه کنند  را  الیگوساکاریدها-زایلو  و  زایلان

 ترین   فراوان  از  یکی  گیاهی،  های  سلول  در  سلولز  همی  اصلی

  پلی  دومین  است و   پذیر  تجدید   توده  زیست  طبیعی   منابع

که    زمین  روی  موجود  تجدیدپذیر  طبیعی   ساکارید  است 

 کره   در  موجود  لیگنوسلولزی  توده  زیست  کل  از  درصد33

  در  مهمی   نقش  زایلاناز  امروزه .  دهد  می  پوشش  را  زمین

  غذایی،  مواد  اعم از صنایع  صنعتی،  بهبود کیفیت محصولات

خمیر زیستی  شویی  در    کاغذ،   سفید  پارچه  کردن  نرمتر 

از جمله فراورده   و   دام  صنایع نساجی، بهبود دهنده خوراک

سوخت در  کاربردی    ترکیب  .کند   می   ایفا  زیستی  های 

  بالقوه  کاربردهای  پکتیناز  و   سلولز  آمیلاز،   گلوکاناز،  با   زایلاناز

انواع فراورده های نان های صنعتی حجیم و    تولید  در  ای

...به لحاظ ایجاد ساختاری نرم و    و   بیسکویت  نیمه حجیم ،

  .را دارند  سبک، قابل هضم و با ماندگاری طولانی مدت تر

 افزایش   را  لیگنوسلولز  از  استفاده   کارایی  توانند  زایلانازها می

  طیف  .دهند    کاهش  را  زیست  محیط  آلودگی  و   دهند

  ها   میکروارگانیسم  توسط  شده   تولید   زایلانازهای  از  وسیعی

   که  شوند  می   تبدیل  صنعتی  های   آنزیم  از   ای  عمده  گروه   به

پذیر و مواد   زایلان به سوخت های تجدید  به تجزیه  قادر 

( هستند.  و  3،  2،  1شیمیایی  ها  باکتری  درمیان   .)

سیانوباکتری های محیط های دریایی نیز زایلاناز تولیدمی  

 
 

اطلاعاتی نیز در مورد زایلاناز گیاهان وجود دارد  (.5شوند )

دوره بلوغ های گلابی ژاپنی در طول  که اندوکسیلاناز میوه

تولید   به  قادر  نیز  تنان  نرم  است و حیوانات دیگری مانند 

هستند) به   (.6زایلاناز  مربوط  های  گزارش  همچنین 

باکتری بی   از منابع مختلف دیگر مانند  زایلاناز  جداسازی 

استوبوتیلیکومهوازی   جو کلستریدیوم  و  نارس  خیار  بذر   ،

(. لذا در تحقیق حاضر نشان دادن 7جوانه زده وجود دارد)

قابلیت   در  کشور  بومی  های  جدایه  توانمندی  و  پتانسیل 

از نقاط    تولید فراورده های ارزشمندی نظیر آنزیم زایلاناز 

با ارائه این کار بتوانیم "قوت این تحقیق به کار می رود اولا

به سویه های استانداردی دست یافته و در کشور ثبت کنیم 

ثانیا کنیم" و  جلوگیری  ارز  خروج  از  محل  ،  .همچنین 

جداسازی جدایه ها از زیست بوم جدید رسوبات آبی دریای  

خزردر منطقه ساحلی نوشهر انجام گرفت. در همین راستا 

باسیلوس  هدف اصلی جداسازی بهترین جدایه های جنس  

از رسوبات دریای خزر  جهت تولید آنزیم زایلاناز و بهینه 

 سازی شرایط تولید آنزیم است.

 مواد و روش ها 

   جداسازی جنس باسیلوس 

نمونه از رسوبات    1۰  ،باسیلوسبه منظورجداسازی جنس  

آبی )گل و لای( از کف دریای خزر در منطقه ساحلی نوشهر 

. ابتدا ظروف  گردیددر شرایط استریل نمونه برداری انجام  

فالکون درپیچ دار که از قبل استریل شده در داخل آب قرار 

)گل   آبی  رسوبات  و  کرده  باز  آب  داخل  را  در ظرف  داده 

عمق   از  آب  مقداری  همراه   ) متری    15-1۰ولای  سانتی 

استریل دردما   برداشته شد. بلافاصله نمونه ها راتحت شرایط

گراد  4 سانتی  منتدرجه  آزمایشگاه  به  بررسی  قل  جهت 

  ابتدا نمونه های آبی به صورت مجزا در محیط کشت  شدند.

  4۸جهت رشد و تقویت به مدت 1   مایع مغذی لوریا برتانی

قرار   انکوباتور شیکردار  در  برای هر    سپس    گرفت.ساعت 

استادیار، گروه    مسئول:  سندهی و ن 

  ،واحد علوم پزشکی تهرانمیکروبیولوژی،  

 ران، ایران دانشگاه آزاد اسلامی، ته

 :ک یالکترون آدرس

shokoofeh.ghazi@gmail.com   

 26/1۰/14۰3مقاله:  افتیدر خیتار

 ۰1/12/14۰3: رشیپذ خیتار

mailto:shokoofeh.ghazi@gmail.com
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لوله ای  به روش پورپلیت    9کدام نمونه ها رقت سریالی  

ر یک از نمونه  در ه  انجام شد. تیمار حرارتی برای اولین رقت

های آبی به منظور از بین رفتن سلول های رویشی و باقی  

مدت به  ها  اسپور  بقاء  ماری    2۰ماندن  بن  در   ۸۰دقیقه 

سی سی   1از هر لوله به اندازه انجام شد. درجه سانتی گراد

هود   زیر  استریل  های  پلیت  وارد  استریل  پیپت  با 

گرفت. انجام  مذاب   میکروبیولوژیکی  کشت  محیط  سپس 

پلیت کانت آگار اتوکلاو شده درون پلیت ها ریخته شد . به 

انگلیسی به منظور پخش شدن نمونه درون   ۸صورت عدد  

درجه  37مادر د و.انده شدپلیت ها به طور یکنواخت چرخ

د نا رشد کلنی ها  ساعت انکوبه ش4۸سانتی گراد به مدت  

از هر کلنی کشت خالص تهیه شد. جهت تایید  حاصل شود.

 اسپور،   رنگ آمیزی گرم،  بیوشیمیایی اولیه جنس باسیلوس

آمیلاز،لستیناز   ژلاتیناز،  حرکت،  اکسیداز،  تست های کاتالاز،

   انجام شد. 

 غربالگری اولیه  

مرحله   اولیهدر  در  ،جغربالگری  خالص  کشت  در  ها  دایه 

 beech محیط اختصاصی زایلان آگار با ترکیبات موجود)

wood xylan 1۰ g/L   ,5, pepton g/L5 yeast 

extract g/L   ,MgSO4.7H2O g/L2/۰   ,   

K2HPO4  1g/L   agar , 15  g/L  Distilled, 

water    1L   )  ها داده  به صورت کشت نقطه ای از کلنی

شد. جدایه هایی که توانایی تولید آنزیم را داشتند با ظهور 

اطراف کلنی روی محیط   یک هاله شفاف شیری رنگ در 

 (. ۸)کشت بررسی شدند

 

 غربالگری ثانویه )چاهک گذاری(  

از تعداد جدایه هایی که در مرحله غربالگری اولیه بیشترین  

قطر هاله را داشتند کشت خالص تهیه و نگهداری شدند.  

سپس  برای نتایج دقیق تر از روش چاهک گذاری استفاده 

از   پس  آگار  زایلان  اختصاصی  محیط  روش  این  در  شد. 

چاهک   استریل  پاستور  پیپت  انتهای  با  شد.  تهیه  اتوکلاو 

در ادامه جدایه هایی که   هایی در مرکز پلیت ها حفر شد.

از مرحله اول غربال شدند  به صورت جدا در محیط زایلان 

 beech wood )براث پایه تولیدی با ترکیبات ذکر شده  

xylan 1۰ g/L  ,5, pepton g/L 5 yeast extract 

g/L   , g/L 2/۰MgSO4.7H2O   ,1  K2HPO4 

g/L  ,   Distilled water 1 L)  تلقیح گردید. در نهایت

از  گذشت اتوکلاو شیکردار بیرون 4۸تا    24پس  از  ساعت 

تا  1میزان    ،آورده و نمونه گیری انجام شد.بدین صورت که

دقیقه در سانتریفیوژ یخچال   1۰سی سی نمونه به مدت  2

درجه سانتی گراد قرار گرفتند . پس    4در   rpm9۰۰۰دار با

به   از سانتریفیوژ مایع رویی) سوپر ناتانت( حاوی آنزیم خام

در ادامه از سوپرناتانت در چاهک های حفر شده   .دست آمد

  37بر روی محیط زایلان براث ریخته و پلیت ها در دمای  

به   گراد   سانتی  قرار 24مدت  درجه  انکوباتور   در  ساعت 

آنزیم  تولید  در  مناسبی  توانایی  که  هایی  جدایه  گرفت. 

قطر   و  دادند  تشکیل  چاهک  دراطراف  هایی  هاله  داشتند 

  (.۸هاله اندازه گیری شد)

 سنجش کمی فعالیت آنزیمی جدایه های غربال شده  

جدایه هایی    ،زجهت سنجش کمی میزان تولید آنزیم زایلانا

انتخاب گردیدند.ابتدا  که بالاترین میزان قطر هاله را داشتند  

ساعت    2۰سوسپانسیون تازه از باکتری ها تهیه شد.بعد از  

آورده بیرون  دار  شیکر  انکوباتور  بادستگاه   از  و 

 مک فارلند اندازه گیری شد.سپس به   5/۰اسپکتوفتومتری 

 

( براث  V/V    )2٪میزان  زایلان  به محیط  تلقیح  باکتری 

زمانی، فواصل  سنجش 72،  4۸  ،24  شد.در  جهت  ساعت 

نیترو  دی  استاندارد  روش  از  زایلاناز  کمی  فعالیت 

  Baily&millerطبق پروتکل (DNSسالیسیلیک اسید)

ضمن   شده  آزاد  قند  میزان  سنجش  شد.جهت  استفاده 

   D_xyloseعملکرد آنزیم زایلاناز منحنی استاندارد قندی  

واحد   با  آنزیمی  فعالیت  شد.میزان  رسم  پروتکل  طبق 

 (. 9 ،1۰گزارش گردید)  IU/mlاستاندارد بین المللی  
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 تولید اقتصادی آنزیم توسط جدایه شناسایی شده 

بدین منظور جهت تولید اقتصادی و با صرفه آنزیم توسط 

شده، شناسایی  قیمت باکتری  ارزان  کشاورزی  ضایعات  از 

جهت تولید آنزیم زایلاناز استفاده شد.به عنوان منبع کربن 

تولید   کشاورزیدر  ضایعات  از  آنزیم  سبوس ،اقتصادی 

گندم،برنج جو،سبوس  شد.ضایعات  ،سبوس  استفاده  ملاس 

کشاورزی استفاده شده جهت اتوکلاو هریک جداگانه وزن 

پایه تولیدی آنزیم که در شده و به ترکیبات محیط کشت 

تکرار برای   3اشاره شده اضافه شدند.آزمایش با    2ـ3  قسمت

سی    5۰سی سی که حاوی  25۰های  منبع کربن در ارلن  

   .سی محیط کشت پایه تولیدی بودند انجام شد

 شناسایی مولکولی جدایه برتر 

باکتری   دقیق  گونه  و  مولکولی جنس  شناسایی  منظور  به 

پس   زایلاناز  آنزیم  تولید  در  توانمند  و  شده  جداسازی 

غربالگری، فرایند  کشت  ازازتکمیل  مجهول  و  برتر  گونه 

گرفت   انجام  جهت  خالص  باکتری  خالص  تعیین و کشت 

توالی به شرکت ژن ایران تحویل گردید تا مراحل مربوط به  

 دقیق جنس و گونه ی باکتریایی انجام گردد.   شناسایی 

 یافته ها 

 غربالگری اولیه  

جدایه باکتری های گرم    1۰۰در این تحقیق بررسی روی  

کاتالاز   و  اسپوردار  هوازی  از مثبت  شده  جداسازی  مثبت 

غربالگری   مرحله  انجام  با  شد.  انجام  خزر  دریای  رسوبات 

کشت نقطه ای برای ،اولیه در محیط اختصاصی زایلان آگار

جدایه انجام شد.  نتایج به دست آمده نشان داد که  1۰۰هر

جدایه توانایی تولید آنزیم زایلاناز را در محدوده ضعیف  3۰

دارا هاله  قطر  گیری  اندازه  و  بررسی  مشاهده  با  عالی   تا 

جدایه با  3۰،( اشاره شده1هستند.همانطور که در جدول )

میلی متر    24تا  1۰نشان دادن محدوده ای از قطر هاله از )

( جدول  در  .و  شدند  غربال  ها  کلنی  سایر  نتایج    ،( 1(از 

غربالگری اولیه جدایه هایی که بالاترین هاله ی تجزیه ی 

ند ضمن اندازه گیری قطر هاله  آنزیمی را از خود نشان داد

  3برای هر جدایه آزمایشات با  به میلی متر ذکر شده اند.  

 ( 1تکرار انجام شد.جدول)

 

 میلی متر (داشتند 24تا 1۰جدایه هایی که در مرحله غربالگری اولیه قطر هاله از ) _ 1جدول  

شماره جدایه  

 های غربال شده 

 قطرهاله 

 )میلی متر ( 

شماره 

جدایه های 

 غربال شده

 قطرهاله 

 )میلی متر (  

  

شماره جدایه  

های غربال 

 شده 

 قطرهاله 

 )میلی متر ( 

شماره 

جدایه های 

 غربال شده

 قطرهاله 

 )میلی متر (  

شماره 

جدایه های 

 غربال شده

 قطرهاله 

 )میلی متر ( 

1 2۰ 7 2۰ 13 15 19 1۸ 25 1۸ 

2 2۰ ۸ 2۰ 14 15 2۰ 13 26 1۰ 

3 23 9 15 15 17 21 16 27 15 
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4 24 1۰ 16 16 13 22 13 2۸ 14 

5 24 11 15 17 15 23 13 29 1۸ 

6 15 12 14 1۸ 17 24 17 3۰ 1۰ 

 

 غربالگری ثانویه)چاهک گذاری(  

  24تا1۸جدایه که قطر هاله بالاتر بین) 1۰برای بررسی دقیق تر

مرحله   در  دادند  نشان  متر(را  روش  میلی  به  ثانویه  غربالگری 

در جدول) که  همانگونه  شد.   انتخاب  گذاری  نشان 2چاهک   )

است شده  سوپرناتانت  ،داده  ثانویه  غربالگری  مراحل  انجام  طی 

درجه  37در دما   16۰rpmشفاف حاوی آنزیم خام در انکوباسیون

مدت   به  گراد  درمرحله 24سانتی  هاله  قطر  بیشترین  ساعت 

میلی متر  24( با عددی معادل  4چاهک گذاری مربوط به جدایه)

با   جدایه  هر  برای  آزمایشات  شد.  داده  انجام   3نشان  تکرار 

 ( 2شد.جدول)

 متر(   ی ل ی م 24تا 1۸( با قطر هاله )    ی)چاهک گذار   هی ثانو  ی منتخب در مرحله غربالگر   ییها   ه یجدا _ 2جدول  

 
شماره جدایه  

 های غربال شده 

 قطرهاله )میلی متر (
 

شماره جدایه های  

 غربال شده 

 قطرهاله )میلی متر (

1 2۰ 7 2۰ 

2 2۰ ۸ 2۰ 

3 23 19 1۸ 

4 24 25 1۸ 

5 24 29 1۸ 

 

 

( تعیین در شکل  آنالیز ضریب  نتایج  اندازه قطر  1طبق   )

(ودرغربالگری ثانویه  =414/۰R^2هاله در غربالگری اولیه)

(493/۰R^2= محاسبه شد.همچنین ضریب همبستگی در)

( ثانویه  و  اولیه  )921/۰غربالگری  (گزارش %92.11(یعنی 

 شد و رگرسیون خطی رسم شد. 
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 اندازه قطر هاله غربالگری اولیه و ثانویه ورسم نمودار رگرسیون خطی (R^2نتایج آنالیز ضریب تعیین ). 1شکل 

 

 فعالیت آنزیمی جدایه های غربال شده سنجش کمی  

نتایج حاصل از سنجش میزان تولید کمی آنزیم برای جدایه 

ساعت  72،  4۸  ، 24  ، های غربال شده که در فواصل زمانی

نمودار)ساعت   گردید.طبق  نشان  2بررسی  که  همانگونه   )

استاندارد  داده شده است طی نتایج کمی و کیفی به روش  

اسید) نیترو سالیسیلیک  دمای  4جدایه)،(  DNSدی  ( در 

نوری  45 جذب  و  گراد  سانتی  ( :۰OD/ 127)درجه 

زایلاناز) آنزیم  تولید  فعالیت  میزان   mlبیشترین 

IU/6/76  از گذشت پس  عبارتی  به  یا  و  اول  روز    24(در 

ساعت از فرایند تولید از خود  نشان داد. در ادامه روند تولید  

در معادل  4۸آنزیم  میزانی  با  (روند    IU/ml5/7۰)ساعت 

ساعته   72کاهشی نشان داد. همچنین با بررسی میزان تولید

عددی   با  آنزیم  تولید  میزان  نیز  جدایه  این  برای 

(روند نزولی داشت. لذا مشخص گردید  IU/ml5/65معادل) 

بالاترین توانایی تولید آنزیم را در بازه ی  4سویه ی شماره  

معادل   ادامه24زمانی  در  است.  دارا  های   ،ساعت  جدایه 

  IU/ml(نیز با قدرت تولید آنزیمی معادل) 25(و)1شماره )

سویه های توانمندی جهت تولید    (IU/m1/56 و)(  4/6۰

آنزیم نیز به شمار می روند و تولید مناسبی در بازه ی زمانی  

ی ساعته داشتند. بررسی نتایج برا  72ساعته و    24به ترتیب  

 (2تکرار انجام شد.نمودار)3هر جدایه با
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 ساعت 72، 4۸، 24 زه زمانی،غربال شده در بانمودار جمع بندی فعالیت کمی آنزیمی بین جدایه های .2شکل 

 

 نتایج حاصل ازآنالیز آماری واریانس نشان داد مقدار

۰۰۰116/۰  p_value:    مقدار آلفا است. اگر مقدار ۰5/۰و

p_value   از مقدار آلفا کمتر باشد رابطه معنی داری بین

کمتر از     p_valueداده ها وجود دارد.در این آنالیز مقدار  

وجود   داری  معنی  رابطه  نتیجه  در  است  آلفا  مقدار 

 (ونتایج ضریب 3دارد.بررسی نتایج انالیز واریانس در جدول )

(  4در جدول )72، 4۸،  24 همبستگی در فواصل زمانی،

 نشان داده شده است. 

 

 

 

 

 

Anova: Single Factor 

SUMMARY 

Groups Count Sum Average Variance 

3/1۰ 1۰3 1۰ شماره جدایه   7۸۸9/1۰3  

9/416 1۰ ساعت 24  69/41  ۰7۸۸/335  

5/4۰۸ 1۰ ساعت 4۸  ۸5/4۰  2961/294  

7/4۰1 1۰ ساعت 72  17/4۰  ۰223/2۸4  

 ۰.۰5مقدار آلفا  
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 ساعت 72، 4۸، 24، های غربال شده در بازه زمانینتایج آنالیز واریانس فعالیت کمی آنزیمی بین جدایه . 3جدول 

 

 

 

 

 

 

 ساعت 72، 4۸، 24بازه زمانی، نتایج همبستگی فعالیت کمی آنزیمی بین جدایه های غربال شده در . 4جدول 

 تولید اقتصادی آنزیم توسط جدایه شناسایی شده 

که بیشترین   4نتایج حاصل از تولید اقتصادی جدایه شماره  

،  ساعت از ضایعات کشاورزی  24تولید آنزیم را در بازه زمانی  

برنج   استفاده شد،سبوس جو،  سبوس گندم،  سبوس    ملاس 

( نشان داده شده است .طی این نتایج با استفاده  3طبق شکل)

 (و  IU/ml5/11۰)  ازسبوس برنج با فعالیت آنزیمی معادل

آنزیمی  فعالیت  با  ملاس  آن  از  بعد  همچنین 

(تولید آنزیم بالاتر نشان داده شد.نتایج  IU/ml7/1۰6) معادل

(محاسبه  =5247/۰R^2تولید اقتصادی آنزیم با ضریب تعیین)

 ( نشان داده شد. 4شد. رگرسیون خطی در شکل)

 

 
 ساعت  24تولید اقتصادی آنزیم در بازه زمانی . 3شکل  

.              

 

 

Source of 

Variation 

SS df MS F P-value F crit 

Between Groups 7035.825 3 2345.275 9.222599 0.000116 2.866266 

Within Groups 9154.675 36 254.2965       

              

Total 16190.5 39         

 9۸.2۸ ۰.9۸27969۸7 ساعت  4۸و   24همبستگی بین ساعت

 92.37 ۰.9236662615 ساعت 72و  24همبستگی بین 

 97.55 ۰.97553929 ساعت72و 4۸همبستگی بین 



 زیست فناوری میکروبیفصلنامه ی تازه های 

 

1۰ 

 

 رگرسیون خطی میزان فعالیت اقتصادی آنزیم .4شکل 

 

 آزمون های بیوشیمیایی مربوط به جنس باسیلوس 

باسیلوس جهت تایید بیوشیمیایی جنس نتایج حاصل 

  اکسیداز، تست های کاتالاز، اسپور، رنگ آمیزی گرم،

آمیلاز،لستیناز برای جدایه منتخب  ژلاتیناز، حرکت،

(انجام شده به صورت جدول زیر است.   4شماره )

 (. 5.جدول)

 

 تست های بیو شیمیایی . 5جدول 

 

 شناسایی مولکولی جدایه برتر 

بر طبق نتایج به دست آمده به دنبال توالی یابی ژنوم گونه 

پس از بلاستینگ به  NCBIغربال شده نتایج دردرگاه 

 شرح زیر می باشد .بر طبق نتایج مشخص گردید که 

مربوط به   SrRNA16   تشابه  %1۰۰جدایه ی مجهول با 

تحت نام علمی   سرئوسو گونه  جنس باسیلوس

Bacillus cereus   . می باشد

 نتیجه گیری   

تاکنون تحقیقات زیادی در ارتباط با انواع زایلانازها صورت  

با توجه به اهمیت زایلاناز و کاربرد های صنعتی  .گرفته است

آن دانشمندان و محققان همیشه درصدد تولید این آنزیم 

آنزیم   کننده  تولید  میکروبی  منابع  برای  لذا جستجو  بوده 

در  آنزیم  تولید  در  توانمند  قارچ های  و  باکتری ها  از  اعم 

همسو با  تحقیقات انجام شده  می توان   اولویت می باشد.

تولید   در  توانمند  های  باکتری  شده  جداسازی  مناطق  به 

آنزیم اشاره داشت به عنوان مثال جداسازی از خاک مزارع  

انجام   2۰1۰اخوان سپهی و همکارانش در سال  پنبه توسط  

شد و در ادامه با جداسازی سویه مناسب باسیلوس از خاک  

رنگ آمیزی  

 گرم 

 اکسیداز   اسپور 

 

 لستیناز آمیلاز   ژلاتیناز  حرکت   کاتالاز  

+ + - + + + + + 
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مزارع پنبه  فرایند بهینه سازی تولید آنزیم را تکمیل نموده   

که در نهایت باسیلوس موجاونسیس غربال شده را به عنوان 

سویه برتر جهت تولید زایلانازدر شرایط غیر بهینه با تولیدی 

تولید  IU/ml6۸/194 )معادل بهینه   شرایط  ومیزان   )

سنتیل کومار    (. ۸)  گزارش دادند(IU/ml466/3۰2 )آنزیم

مربوط به    هاینمونه  بر روی    2۰1۸و همکارانش در سال  

مطالعاتی  از سواحل کوالام در کشور هند    یی رسوبات دریا

انجام دادند. در مطالعات انجام شده به وسیله آن ها نمونه 

های جمع آوری شده ابتدا عمل جداسازی بر روی آن ها 

شد   روش  انجام  با  زایلاناز  آنزیم  فعالیت  مورد   DNSو 

قرار گرفت بهینه   سنجش  اعلام شده  شرایط  نتایج  در  و 

گراد به  درجه سانتی    55آنزیم در دمای  فعالیت و عملکرد  

فعال در  11)  شد  گزارش  صورت  بوهسله  و  پاکار  خنده   .)

جهت استخراج آنزیم که عمل سانتریفیوژ باعث   2۰۰  6سال

رسوب مواد جامد و معلق موجود در محیط کشت می شود  

و در نتیجه عصاره شفاف رویی به عنوان منبع آنزیم گزیلاناز  

خارج سلولی و خام جهت سنجش فعالیت آنزیمی استفاده  

در این راستا و همسو با پژوهش های قبلی  (.  12ی شود )م

انجام شده در این مطالعه جداسازی و غربالگری از رسوبات 

دیده شده   کمتر  و  اکوسیستم جدید  یک  از  خزر   دریای 

انجام شد. به گونه ای که  اکوسیستم های بکر و جدیدی  

مانند دریای خزر میتواند قابلیت های بیشماری را نه تنها 

برای گونه های میکروبی تولید کننده آنزیم زایلاناز داشته 

باشد بلکه قطعا برای سایر تولیدات میکروبی نیز اکوسیستم 

منابع   که   است  بخش  نوید  لذا  است  مستعدی  و  بکر 

ترکیبات  سایر  و  مختلف  های  آنزیم  تولیدکننده   میکروبی 

بیولوژیکی موثر در آن  جست و جو شود. همچنین تکنیک  

زی اکوسیستم آبی به علت ضعیف بودن نمونه های  غنی سا

مایع مغذی    آبی به صورت جدا نمونه ها در محیط کشت

برتانی مدت   لوریا  شد    4۸به  داده  رشد  و  تقویت  ساعت 

سپس مراحل دیگر طبق پروتکل انجام شد. طی غربالگری 

رویی شفاف طی   مایع  )چاهک گذاری( سوپرناتانت  ثانویه 

دور   در  مدت 9۰۰۰rpmسانتریفوژ  در   1۰در  دقیقه 

شد.  4دما زایلاناز  آنزیم  تولید  باعث  گراد  سانتی  درجه 

با مطالعات دیگر   با  همچنین همسو  زایلاناز  آنزیم  فعالیت 

گرفت  DNSروش   قرار  سنجش  بهینه   مورد  وشرایط 

د گزارش درجه سانتی گرا45دماآنزیم در  فعالیت و عملکرد  

نوری)شد. جذب  میزان و  (  :127/۰ODسپس  بیشترین 

زایلاناز)  آنزیم  تولید  داد.   (IU/ml6/76فعالیت  نشان   را 

هچنین استفاده از سبوس برنج با فعالیت آنزیمی معادل )  

IU/ml5/11۰.تولید آنزیم بالاتر گزارش شد)

(جداسازی   4در پژوهش انجام شده جدایه باسیلوس )شماره  

از رسوبات آبی دریای خزر در دمای   درجه سانتی  45شده 

آنزیم)   میزان   ( IU/ml  6/76گراد، میزان فعالیت  بالاترین 

  شرایط آزمایشگاهی به دست آمد. تولید آنزیم زایلاناز تحت  

توجه به تولید اقتصادی و ارزان قیمت آنزیم زایلاناز درحضور 

معادل)   تولیدی  میزان  با  برنج  سبوس  سوبسترای 

IU/ml5/11۰  ) عنوان به  ارزشمند  های  دستاورد  دیگر  از 

ضمن پیش زمینه ای در جهت تولید اقتصادی آنزیم است.  

اینکه موضوع تولید آنزیم زایلاناز توسط گونه های بومی در  

یک پروسه ی ازران تر و مقرون به    کشور و طراحی و اجرای

صرفه اقتصادی نسبت به سایر موضوعات با هزینه و امکانات  

مشابه در این رشته در اولویت است . به لحاظ گران بودن  

کارخانجات   و  صنایع  نیاز  کردن  برطرف  و  آنزیم  واردات 

تولیدو غذایی کشور میتواند گره گشای بخشی از مشکلات  

حدی   تا  را  کشور  از  ارز  خروج  و  آنزیم  واردات  به  مربوط 

برطرف سازد و در آینده با ادامه موضوعات مشابه و خالص  

ر مقیاس صنعتی نیاز کشور را تا حدی بر طرف  سازی آنزیم د

 . از    کند  بومی کشور حاکی  توانمندی سویه های  پتانسیل 

این مطلب می باشد که اکوسیستم هایی که نادیده گرفته 

شده اند می توانند برای تولید آنزیم یا حتی سایر تولیدات و  

فراورده های میکروبی ارزشمند باشند تا بتوانیم با پژوهش  

قیاس  های تکمیلی تر در آینده به  فرآیند تولید آنزیم در م

 صنعتی و تجاری دست پیدا کنیم. 
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