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به منظور افزایش  و تعیین فعالیت آنزیم سلولازی هااز موریانهجداسازی باکتریهای سلولولیتیک 

 بقایای لیگنوسلولزی سرعت تجزیه
 

 2و احمدعلی پوربابايی 1اصغرزاده احمد،1، حسین بشارتی1حسین صفاری

گروه مهندسی علوم خاک، پرديس كشاورزی ، 1مؤسسه تحقیقات خاک و آب، سازمان تحقیقات، آموزش و ترويج كشاورزی، كرج، ايران

 2و منابع طبیعی دانشگاه تهران ،كرج،ايران
 

 چکیده:

 آلی مقاوم به تجزيه ضايعات با توجه به اهمیت باكتريهای تجزيه كننده سلولز در فرايند تجزيه میکربی وهیدرولیز آنزيمی

 در موسسه تحقیقات خاک و آب انجام شد. موريانه از تحقیقی به منظور جداسازی و خالص سازی باكتريهای سلولولیتیک

باكتری  جدايه 12رقتهای مختلف روی محیط باسیلوس آگار برده شد و بر اساس مرفولوژی و ظاهركلونیهای باكتری تعداد 

ابتدا كشت خطی و  (BHMروی محیط كشت حاوی كربوكسی متیل سلولز )و برای بررسی سلولولیتیک بودن جداسازی 

و پس از اندازه گیری  جدايه هفتبر اساس میزان فعالیت آنزيم سلولازی و قطر هاله و كلنی ابتدا   .شدای انجام سپس نقطه

سويه برتر تفکیک شد در نهايت برترين  جدايه چهار بر اساس حداكثر فعالیت آنزيمی تعداد آنزيمهای سه گانه سلولازی و

میکروگرم گلوكز در میلی لیترعصاره 6/1038 كه حاوی NTTم اختصاری از نظر تولید هر سه آنزيم سلولازی با نا باكتری

 شناسايی شد.  Bacillus methyltrophicusبا نام  آنزيمی  بود

 

 : ضايعات لیگنوسلولزی خرما،سلولولیتیک،باكتریکلمات کلیدی
 

 مقدمه:

 و آب شرايط و متراكم ی كشتهای دلیل به خاكها آنکه حال است يشافزا حال در روز به روز طبیعت در آلی ضايعات تولید 

 و خاک كننده اصلاح مواد به آلی ضايعات تبديل بحث كه شده منجر موضوع اين.دهند می دست از را خود آلی ماده هوايی

لیت تاثیر تحت كمپوستها ز گروهی فعا ها ا  گروه گزارش اساس بر (( Domeizel,1996&  Massiani.)باشد مطرح میکروب

 معضلات از يکی است تن میلیون 30 بر بالغ كشاورزی ضايعات و بقايا مجموع سالانه كشاورزی جهاد وزارت آمار و اقتصاد

 می تبديل كمپوست به و شده پوسیده و تجزيه طولانی زمان مدت در كه است نیشکراين باگاس و خرما ،الیاف خشبی ضايعات

 و سلولز ،لیگنو لیگنین از غنی ضايعات (سلولولیتیک)كننده تجزيه باكتريهای مورد در لازم اطلاعات داشتن اختیار در با.شود

 با را است مطرح معضل يک عنوان به تولید عرصه در كه ضايعاتی و گرفت كمک كتريها با اين عملکرد از توان می سلولز

 از و تبديل محیطی زيست آلودگی كمترين با و وارداتی شیمیايی كود مناسب جايگزين عنوان به آلی كود به هزينه حداقل

 .كرد جلوگیری كشور از نیز ارز خروج

سیستم گوارش موريانه ها حاوی میکربهای همزيست  .دارد اهمیت دار كربن منابع چرخه در آن از استفاده و سلولز تجزيه

لولاز و تجزيه تركیبات لیگنوسلولز می باشد زيادی از جمله انواع باكتريهای هوازی و بی هوازی است كه قادر به ترشح آنزيم س

به واسطه وجود اين میکربها در بدن موريانه تبديل ضايعات و معدنی كردن تركیبات بیوپلیمری از جمله چوب اتفاق می 

 .موريانه موجود است نطیف وسیعی از میکربهای جديد سلولولیتیک با كاربرد صنعتی در بد (Wenzel et al., 2002).افتد

(Tokuda et al., 2004) باشد می توجه مورد صنعتی و تحقیقاتی نظر از پذير تجديد انرژی منبع عنوان به سلولز هیدرولیز .

 استفاده شیمیايی تركیبات ديگر و آلی ،اسیدهای اتانول تولید برای كه شود می تولید گلوكز سلولز آنزيمی فعالیت تاثیر تحت

 شود می تولید يوكاريوتها و باكتريها قبیل از میکربی منابع وسیله به عمدتا سلولازی یآنزيمها(Khan  etal.,2002 .)شود می

  & Lee)شود می تولید سلولزی مواد روی میکروارگانیسمها ورشد فعالیت اثر در عمدتا داشته را سلولز كاتالیزوری نقش كه

Koo, 2001) 
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 بتا و (اگزوسلوبیوهیدرولاز)اگزوگلوكاناز گلوكاناز، اندو ازقبیل زیسلولا آنزيمهای انواع نیازمند سلولز كامل آنزيمی هیدرولیز

 می هیدرولیز را سلولز ملکول چهار و يک بتا پیوندهای تصادفی طور به اندوگلوكاناز (Yi JC et al.,1999.)می باشد گلوكزيداز

 بتا وسیله به سلوبیوز واحد نهايت در و ندك می آزاد زنجیره انتهای از را سلوبیوز واحد موارد اغلب در اگزوگلوكانازها .كند

 اختیاری های هوازی بی و هوازی های باكتری ها باسیلوسBhat MK, Bhat S.,1997) ).شود می تبديل گلوكز به گلوكزيداز

 دراكثر كه نمايند می تولید را سلولی خارج هیدرولیتیک های آنزيم آنها  .كنند ترشح محیط به را آنزيمهايشان قادرند كه هستند

گلیکوزيدی بتا يک و  های پیوند با كه گلوكز های واحد از خطی پلیمری است سلولز .شود می گرفته بکار صنعتی های فرايند

 اين در اصلی هدف كلی طور به باشد می طبیعت در موجود های ترين كربوهیدرات فراوان از چهار به هم متصل شده اند  ويکی

 ضمن بتواند كه است خرما خت در ضايعات قبیل از سلولز لیگنو آلی مواد تجزيه بالای توان با  میکروبهايی به دستیابی تحقیق

 حداكثر تولید به منجر و داده افزايش را خشبی ضايعات تجزيه سرعت كافی حد به و مناسب لیتیک سلولو آنزيمهای ترشح

 . گردد زمان حداقل در كمپوست

 

 :ها مواد و روش

 داری: نمونه بر-1

و جمع آوری تعدادی موريانه از گونه های مختلف در استانهای فارس ، خوزستان برای اجرای اين تحقیق در ابتدا اقدام به 

 و در شرايط مناسب نمونه ها برای مراحل بعد به آزمايشگاه منتقل شد. گرديدتهران 

  :سلولولیتیک باکتریهای ( screening ) غربالگری-2
را كه در شرايط مناسب نگهداری شده بود  موريانه تازه و زنده نمونه های كتری های توانمند ابتداجهت غربالگری با

د محتويات شکمی آنها جداشده و پس از له كردن درص 970الکل  بابرداشته و پس از ضدعفونی كردن سطح بدن آنها 

میلی لیتر  250درصد(در ارلن 85/0رور سديم با سرم فیزيولوژيک )كل 10نسبت يک به  محتويات اقدام به تهیه عصاره با

سپس ازنمونه های سری رقت از سوسپانسیون آماده شده  قرار داده شد. 130دقیقه روی شیکر با دور  20و به مدت  گرديد

باكتری برای تفکیک جدايه های  استريل تهیه شد و هريک از رقتها بر روی محیط كشت اختصاصی های مديا باسیلوس آگار

 باسیلوس برده شد.ژه به وي

دقیقه و  15به مدت  121گرم آگار در يک لیتر آب مقطر سپس اتوكلاو در دمای  13محیط كشت باسیلوس آگار شامل 

 گرم محیط كشت آماده استريل در زير لامینار می باشد كه پس از حرارت و حل شدن پلیت می كنیم.   2/49در نهايت افزودن 
 

 ی در پلیت:اندازه گیری قدرت سلولاز-3
به عنوان معیار ومبنای اولیه (C.M.Cدر اين مرحله برای بررسی توان سلولازی جدايه ها  در حضور كربوكسی متیل سلولز )

     جدايه های منتخب در رقتها به تفکیک روی محیط كشت معدنی موسوم به .و استاندارد حاوی سلولز بررسی شد

(Bushnell Haas Medium)BHMدر جه  37در دمای  و گرم در لیتر(كشت خطی شد10متیل سلولز) حاوی كربوكسی

ساعت در انکوباتور قرار داده شد برای مشاهده هاله شفاف  اطراف كلنی كه بیانگر تولید سلولاز و تجزيه  96سانتیگراد به مدت 

CMC  یت با محلول يک دقیقه غرقاب سپس سطح پل 20است ابتدا با محلول كنگو رد سه دهم درصد سطح پلیت به مدت

مولار كلرور سديم غرقاب شد جدايه های كه سلولولیتیک باشند هاله شفاف تولید خواهند كرد كه اندازه قطر هاله و كلنی با 

 (. (Teather et al.,1982خط كش اندازه گیری وبرترين جدايه ها برای انجام آزمايشهای بعدی انتخاب 

 تعیین فعالیت آنزیمی جدایه ها:-4
برای اندازه گیری آنزيم  جدايه برتر سلولولیتیک اقدام شد. 12ارزيابی فعالیت آنزيمهای سه گانه سلولازی در تعداد برای 

)دی نیترو سالیسیلیک اسید(،آنزيم اگزوگلوكاناز با سوبسترای آويسل و روش  DNSو روش CMC سوبسترای  اندو گلوكاناز با

 (Zhang et al.,2009با سوبسترای سلوبیوز و استفاده از كیت گلوكز اقدام شد) آنزيم بتا گلوكزيداز فنل و اسید سولفوريک،
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 : نتایج و بحث

 جداسازی باکتریهای برتر تجزیه کننده سلولز:

باكتريهای میله ای گرم مثبت منفی و  جدايه 12از بررسی  اولیه كلنیهای جداسازی شده از نمونه های مختلف تعداد 

براساس میزان تولید آنزيم سلولاز و ايجاد هاله در محیط  جدايهمثبت مشاهده و كد گذاری شد. در مرحله بعد از اين تعداد 

كه قادر به تولید آنزيم سلولاز بودند تفکیک شد در مرحله بعد میزان هر يک از آنزيمهای  جدايه هفتتعداد  C.M.Cحاوی 

 چهارسلولولیتیک براساس حداكثر قدرت آنزيمی  جدايه 12ها سنجش شد از بین اين  جدايهگروه سلولازی ذكر شده در 

 Bacillusشناسايی و با نام   16SrRNAبه روش NTTبا نام اختصاری  63در نهايت جدايه شماره  برتر تفکیک و جدايه

methyltrophicus  مثبت و اسپوردار می باشد و حاوی هر سه آنزيم مهم سلولازی می اين باكتری باسیلوس گرم   معرفی شد

 .كه نتايج آن در جدول يک آمده است باشد

 
 های برتر از نظر آنزیم سلولازی و هاله شفاف در پلیت جدایهخصوصیات -1جدول 

 
 شماره ردیف

 جدایه

 کد

 جدایه

و نام  جداسازی محل

 موریانه

 لنیکقطر

 میلی)

 (متر

 قطرهاله

 یمیل)

 (متر

 نسبت

 قطر

 هاله

 به

 کلنی

 اگزوگلوکاناز

(µg/ml)گلوکز 

 اندوگلوکاناز

(µg/ml)گلوکز 

 گلوکاناز بتا

(µg/ml)گلوکز 

مجموع سه 

 آنزیم

(µg/ml)گلوکز 

1 56 ATD فارس 
Microcerotermes 

 diversus 

3 26 7/8 6/282 2/151 2/7 441 

2 63 NTT  تهران 
Amitermes vilis 

2 14 7 2/574 6/408 8/55 6/1038 

3 64 NTK  خوزستان 

Microcerotermes 

gabrielis 

3 12 4 441 4/131 0/0     4/572 

4 65 NTK  خوزستان 
Microcerotermes 

gabrielis 

3 16 3/5 2/475 457 0/0 2/932 

 
ه ترتیب دارای میلیمتر ب 26و  سهبا  ATD با نام اختصاری 56شماره  جدايه بر اساس نتايج جدول يک مشاهده می شود 

بود. هر  64شماره جدايهو كمترين قطر هاله مربوط به  63 شماره جدايهكلنی قطركوچکترين  بیشترين قطر كلنی و هاله بود.

اما مجموع تولید آنزيمهای سه گانه همیشه با قطر  بیشتر می باشد. چه قدر قطر هاله بزرگتر باشد بیانگر توان تولید سلولاز

 جدايهبیشترين نسبت و  56شماره  جدايهاز نظر نسبت قطر هاله به كلنی و مثبت ندارد به نحوی كه  هاله همبستگی يکسان

بیشترين مقدار آنزيم اندو  بود.  63 جدايهبیشترين میزان آنزيم اگزوگلوكاناز مربوط به  داشت. كمترين نسبت را 64شماره 

بود. در مجموع بیشترين میزان هر سه آنزيم  63 جدايهلوكزيداز و بیشترين مقدار آنزيم بتا گ 65 جدايهگلوكاناز مربوط به 

  NTTكه بیشترين مجموع سه آنزيم مربوط به جدايه شودمشاهده می بود.واحد آنزيمی 6/1038به میزان  63 جدايهمتعلق به 

. دارده تركیبات لیگنوسلولزی موريانه تهران جداسازی شد اين جدايه با دارا بودن هر سه آنزيم توان بالايی در تجزي بود كه از

و در گزارش شده است ای با توان تولید هر سه آنزيم سلولازی ندرت جدايهه در تحقیقات بر روی جدايه های سلولولیتیک ب

 ; Teeri , 1997 2000,) را گزارش داده اندتحقیقات ديگر محققان اغلب يک يا دو آنزيم از سه آنزيم مذكور در يک باكتری 

Bhat) 
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Figure 1 

 
 

به وسیله آنزیم سلولاز CMC نمونه هایی از هاله ایجاد شده در اثر تولید آنزیم سلولازی رنگ روشن اطراف کلنی بیانگر تجزیه  -1شکل 
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Isolation of cellulolytic bacteria from gut of termite and assay   cellulase enzyme activity to enhance the 

decomposition rate of lignocellulosic wastes 

 

H. Saffari1 , H Besharati 1,A. Asgharzadeh1 and A. A. Pourbabaee2 

 

Soil and Water Research Institute, Agricultural Research Education and Extension Organization (AREEO), 

Karaj, Iran1 .  

 

Department of Soil Science, College of Agriculture and Natural Resources, University of Tehran, Karaj, Iran2 

 

Abstract: 

Cellulolytic bacteria have important in biodegradation and enzymatic hydrolysis. So this study was carried out 

for isolation and purification some cellulolytic bacteria for accelerating on lingo cellulosic palm waste in 2014 

year in soil biology division research of SWRI. Sampling was prepared from different genius of .Ddilution 

series was prepared from extractant any sample then transfer to bacillus agar medium and separated 12 different 

isolate .After purification isolates transferred to medium contain carboxy methyl cellulose (CMC) that named 

BHM(Bushnell Hans Medium).Isolates that were growth on BHM  and spot culture after 96 hours on the basis 

of cellulase activity and clear zone diameter around colony 7 isolate were separated .Based on three type 

cellulase enzyme activity 3 active isolate were separated. In point of view maximum cellulase activity was 

belonged to isolate no.63 (NTT) with producing 1038.6 microgram glucose per ml suspension showed 

prominent cellulolytic activity that belong to bacillus genus and be identified as Bacillus methyltrophicus.   

 
Key words:Termite , palm lignocellulosic wastes, cellulolytic,  bacteria 
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