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ال بررسی تاثیر نوع سوبسترا و سویه قارچی تریکودرما ریزیی بر تولید سلولاز و اعم

 یر حالت جامدخمجهش با هدف بهبود تولید آنزیم در سامانه ت

 
 2، پریسا حجازی1اصفهانی حمیدی زهره ،1زاده داراب نازنین

 تهران، ایران س،مدر تربیت دانشگاه کشاورزی، گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشکده-1

 گروه مهندسی شیمی، دانشکده مهندسی شیمی، نفت و گاز، دانشگاه علم و صنعت، تهران، ایران-2

 

 07/06/96 تاریخ پذیرش:                            21/12/95 تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

 سومین .شودمی استفاده سلولز آبکافت برای که باشدمی گلوکوزیدازبتا و اگزوگلوکاناز اندوگلوکاناز، شامل مرکب آنزیمی ،سلولاز

 نوشیدنی، و غذایی تلفمخ صنایع در وسیعی کاربرد است. داده اختصاص خود به را جهان آنزیم بازار درصد 20 و بوده صنعتی آنزیم

 ،اما هستند سلولاز یدتول دارای توانایی مختلف ریزاندامگان. دارد نساجی و حیوان غذای ها،شوینده پالپ، و کاغذ زیستی، سوخت

ی نمودن ربردی و صنعتادر کنقش مهمی  ،های تولیداز آنجا که کاهش هزینه. باشدمی هاگزینه ترینمناسب از یکی ریزئی تریکودرما

ی قرار بررس مورد وان سوبسترایعات برنج به عنضا مطالعه، این درلذا قیمت اهمیت ویژه دارد. فرآیند دارد، کاربرد سوبستراهای ارزان

نتایج نشان . مقایسه شد رد کونگو آزموناز طریق  ،2416 و 2415 ،2414 ریزئی تریکودرما یسویه سهتولید سلولاز توسط ابتدا  .ندگرفت

 به برنج پوست و اهک سبوس، سوبستراهای روی کشت ،سپس. بود سلولاز تولید فعالیت بیشترین دارای 2414 ریزئی تریکودرما داد

هترین سوبسترا انتخاب عنوان ب هب ،انسهای یکبا نسبت سوبسترا سه هر ترکیب ،FPAse آزمون با و شده انجام ترکیبی و منفرد صورت

پس از جهش، ده شد. و جهش دا هدر معرض تابش پرتو گاما قرار گرفت 2414ریزئی  تریکودرمابا هدف افزایش فعالیت آنزیمی،  .شد

اد یکی دتایج نشان نری شد. ها اندازه گیکلونی انتخاب شدند و سپس میزان فعالیت سلولازی آن آزمون کونگو رد انجام شد و دوابتدا 

 دار داشته است.نیمع یرو جهش تاثبیشتر از سویه مادر بوده  FPaseی فعالیت ادار ،داریبه صورت معنی یافتهجهشهای کلونیاز 

 تایید شد.و فته نسل مورد ارزیابی قرار گر 9یافته طی پایداری سویه جهش

 

 جهش، سلولاز، فعالیت آنزیمی، تخمیر حالت جامد، ضایعات برنج، تریکودرماریزئیواژه های کلیدی: 

 

                                                           
 مسئول مکاتبات :hamidy_z@modares.ac.ir 
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 مقدمه -1

 جهان در پذیر تجدید کربنی منابع ترینفراوان سلولزی، مواد

 آبکافت باید گلوکز واحدهای به سلولز تبدیل برای. هستند

 سلولاز ،در این فرآیند ستفادها مورد آنزیمو شود انجام آنزیمی

 اندوگلوکاناز، شامل مرکب آنزیمی سلولاز. باشدمی

 نمودن آبکافت برای که است، گلوکوزیدازبتا و اگزوگلوکاناز

. (23) کنندمی عمل گلوکز واحدهای به آن تبدیل و سلولز

 باشدمی جهان در صنعتی یعمده آنزیم سومین آنزیم این

توده به عنوان اخیر، استفاده از زیستهای در سال (.34، 21)

، مورد توجه قرار گرفته هامناسب برای تولید آنزیم یک منبع

توده سلولولایتیک نام زیستاز توان است که از آن جمله می

گیرند. از این برد که برای تجزیه سلولزها مورد استفاده قرار می

رف این شود زیرا مصکربنی خنثی یاد می دمنبع به عنوان موا

دی اکسید کربن در هوا  چشمگیر منابع کربنی منجر به افزایش

 به را جهان آنزیم بازار کل از درصد 20 سلولاز (.22)د شونمی

های اخیر به دلیل پیشرفت . در سالاست داده اختصاص خود

توجه زیادی به کاربرد ریزاندامگان های  فناوریزیست

 در ایگسترده ایکاربرده وکننده سلولز شده است زیهجت

 میوه، آب استخراج کاغذ، بازیافت زیستی، سوخت صنایع

، تیمار فاضلاب و حیوان غذای ها،شویندهصنایع آبجوسازی، 

در حال حاضر سلولاز با   (.34، 32، 25) دارد نساجی صنایع

های زیستی با استفاده از تخمیر باکتریایی یا قارچی تولید روش

های سلولاز هستند کنندهین تولیدترها مناسبشود. قارچمی

ها، یک سامانه سلولازی کامل تولید زیرا در مقایسه با باکتری

 Softی قارچ کنند، لذا سلولاز تجاری اغلب از دو سویهمی

rot  و با روش  آسپرژیلوس نیجرو  تریکودرما ریزئیبه نام

. از آن جا که یکی از (8) شودتولید می حالت جامدتخمیر 

وری، غلظت پایین محصول نهایی ای سامانه تخمیر غوطهایراده

سازی محصول ضرورت دارد. افزودن باشد، لذا خالصمی

های تولید سلولاز دستی منجر به افزایش هزینهفرایند پایین

وری، بر بودن روش تخمیر غوطهشود. با توجه به هزینهمی

ولاز های تولید و افزایش میزان سلمحققان برای کاهش هزینه

 تولیدی، کاربرد سامانه تخمیر حالت جامد را پیشنهاد نمودند

باشد این سامانه روش مناسبی برای تولید سلولاز می (.38، 19)

زیرا محیطی مشابه با شرایط طبیعی قارچ ها فراهم نموده و نیز 

ها برای تولید دهد. پژوهشمقدار آنزیم تولیدی را افزایش می

سپرژیلوس نیجر و تریکودرما ریزئی در سلولاز با استفاده از آ

سامانه تخمیر حالت جامد با موفقیت گزارش شده است. برای 

مثال هنگامی که تریکودرما ریزئی روی کاه گندم در سامانه 

 IU/gتخمیر حالت جامد کشت داده شد، فعالیت سلولاز 

به دست آمد که این مقدار در مقایسه با فعالیت  430-250

(، حدود IU/g 250-160وری )خمیر غوطهحاصله از روش ت

سامانه تخمیر حالت جامد در (. 8)درصد افزایش نشان داد  72

گیری در فرایند ی آبرود لذا هزینهغیاب آب آزاد به کار می

یابد. هزینه تولید در دستی به مقدار زیادی کاهش میپایین

سامانه تخمیر حالت جامد در مقایسه با سامانه تخمیر 

یابد. این مهم به دلیل مصرف انرژی وری کاهش میغوطه

قیمت تر و کاربرد سوبسترای لیگنوسلولزی مناسب و ارزانکم

باشد. سامانه تخمیر حالت جامد مزایای دیگری نیز دارد، می

وری بالاتر تخمیر و نیاز برای مثال غلظت آنزیم بالاتر، بهره

نمود. همچنین توان ذکر تر به سترون کردن تجهیزات را میکم

محلول آنزیمی خامی که از سامانه تخمیر حالت جامد به دست 

سوبسترای توان مستقیما برای آبکافت آید را میمی

انتخاب سوبسترای  (.38، 29) لیگنوسلولزی به کار برد

لیگنوسلولزی از فاکتورهای اساسی در تخمیر حالت جامد 

به عنوان قیمت باشد. اغلب از ضایعات کشاورزی ارزانمی

شود. کاربرد سبوس برنج ، سبوس گندم، سوبسترا استفاده می

باگاس، پوست سویا ، کاه برنج و چوب ذرت نیز در مطالعات 

 (.39، 36، ، 31، 29، 19،17، 14) آمیز بوده استموفقیت

 در مطالعاتی توسط تریکودرما ریزئی سلولاز تولید با رابطه در

 سوبسترای و سویه انتخاب رمنظو به جامد حالت تخمیر سامانه

 :شودمی اشاره آنها از تعدادی به که است شده انجام مناسب

 تریکودرما ریزئی از استفاده با سلولاز تولید ،1985 سال در

QM9414 شد انجام سوبسترا عنوان به گندم کاه کاربرد با و. 
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 3...   دف بهبود تولید آنزیم در سامانه قارچی تریکودرما ریزیی بر تولید سلولاز و اعمال جهش با هبررسی تاثیر نوع سوبسترا و سویه 

 
 

 سلولاز بازده در درصدی 72 افزایش یک مطالعه این در

 تخمیر با مقایسه در جامد حالت تخمیر هسامان در تولیدی

 و خیاطی 1381 سال در (.8) آمد دست به وریغوطه

 با لیگنوسلولزی ضایعات از استفاده با سلولاز تولید همکاران،

 از پژوهش این در. دادند انجام را جامد بستر در تخمیر روش

 سوبستراهای وتریکودرما ریزئی  وآسپرژیلوس نیجر  هایقارچ

 دو میان در. شد استفاده اره خاک و گندم کاه نج،بر کاه

 برخوردار بیشتر تولید توانایی از آسپرژیوس میکروبی، یسویه

 بهترین برنج کاه استفاده مورد سوبستراهای میان در. بود

 قارچی هایسویه توام کشت از استفاده. داشت را کارایی

 (.3) شد بازدهی یبیشینه حصول برای لازم زمان کاهش سبب

 و ذرت چوب از استفاده با زوئلیا، و لیمینگ ،2004 سال در

 نتایج. نمودند تولید سلولاز ZU-02تریکودرما ریزئی   توسط

 چوب روی شده تولید سلولاز بازده و فعالیت که داد نشان

با توجه به این که  (.21)د بو مقایسه قابل خالص سلولز با ذرت

رایج یل داده و غذای دومین گروه بزرگ غلات را تشکبرنج، 

طی سال نیمی از مردم سراسر جهان بوده و تولید جهانی آن 

 زیر سطح رعت افزایش یافته است به نحوی کهسهای اخیر به 

)مطابق با آخرین آمار ارائه  2014 سال در جهانی آن کشت

 تولید و هکتار 162716862 با معادلشده از سوی فائو( 

ن یکی از کشورهای مهم در است و ایرا بوده تن 741477711

رود و این محصول در ایران نیز دومین تولید برنج به شمار می

مطابق  1393در سال  گروه عمده محصولات کشاورزی بوده و

هزار هکتار  54با آخرین آمار موجود، سطح زیر کشت آن در 

و از سوی دیگر، بوده است تن  2347291و معادل تولید 

ر میان غلات مربوط به برنج است، بیشترین مقدار ضایعات د

، 1) گردداین محصولات آشکارتر می مناسب لزوم کاربرد

ترین محصولات جانبی کشت و فرآوری برنج، مهم .(10

ن ترکیبات پتانسیل کاربرد ایسبوس، پوست و کاه برنج هستند. 

ای از کاه در غذای دام را دارند اما برای مثال قسمت عمده

شود و منجر به ایجاد مشکلات ده میز برنج در مزرعه آتش

قیمت ارزان و حجم بالای تولید  (.40) گرددمحیطی میزیست

ها برای استفاده از ترکیبات این ضایعات و نیز پتانسیل قارچ

ها به عنوان سوبسترا در ها، کاربردآنسلولزی موجود در آن

های تخمیر حالت جامد برای تولید سلولاز، را سامانه

جا که بهبود بازده تولید آنزیم و از آن نماید.پذیر میامکان

میکروبی  دافزایش فعالیت آنزیمی تولید شده توسط فرآین

های اهمیت است، پژوهشگران با روش حائزبسیار  یموضوع

رد مطالعه وهای ممختلف سعی در اعمال جهش بر سویه

سپس نتایج حاصل از جهش را مورد بررسی قرار  واند داشته

تخمیر حالت جامد، به  سامانه و فناوریزیستکاربرد  .انددهدا

هنوز در مقیاس  در فرآیند تولید، هادلیل برخی پیچیدگی

های با توجه به لزوم کاهش هزینه .صنعتی دارای ابهاماتی است

ها و هچنین جاری تولید، جهت اجرایی شدن این پژوه

 ،ژوهشاین پ هدف ازضرورت بهبود تولید آنزیم سلولاز، 

کاربرد ضایعات بررسی قابلیت سویه قارچی مورد مطالعه، در 

قیمت و انتخاب بهترین ترکیب برنج به عنوان سوبسترای ارزان

از ضایعات برنج )کاه برنج، پوست برنج، سبوس برنج، ترکیب 

دو به دو و نیز ترکیب سه تایی این سوبستراها با نسبت 

ترین نیز انتخاب مناسبو  ،هایکسان(، در راستای کاهش هزینه

سویه قارچی تریکودرما ریزئی از میان سه سویه مورد بررسی 

 ( بوده است. 2416و  2415، 2414)تریکودرما ریزئی 

 

 هامواد و روش -2
 تهیه مواد لازم-2-1

 وشده  ، آسیابتهیه  ایران شمال از برنج کاه و پوست سبوس، 

تریکودرما  هایسویه(. 31) الک شدند 18-14 سایز با مش

 ATCC 60787، 56746) 2414و  2415، 2416ریزئی 

مورد مواد  .ندتهیه شد 1اسپانیا از کلکسیون کشت( 26921و

آلمان خریداری  سیگمای شیمیایی از شرکتی نیاز با درجه

. ندشد

                                                           
1 COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

    4         97نشریه ی نوآوری در علوم وفناوری غذایی / سال دهم / شماره ی سوم / پاییز

 
 

 محاسبه ترکیبات شیمیایی سوبستراها-2-2

ا ت Cº 100ی )استفاده از آون با دما میزان رطوبت محاسبه

ونه گرم نم 2)سوزاندن  ، خاکستررسیدن نمونه به وزن ثابت(

 Cº 500 روی شعله و سپس استفاده از کوره الکتریکی با دمای

گیری روش خشک اندازه)، چربی تا خاکستر شدن نمون ها(

)روش کلدال( و پروتئین چربی با استفاده از سوکسله( 

ی وشهاهای سبوس برنج،کاه برنج و پوست برنج مطابق رنمونه

 (.2) گیری ترکیبات شیمیایی انجام شدآزمون های اندازه

 

های تریکودرما سازی و پاساژ دادن سویهفعال-2-3

 ریزئی 

شرایط در  2414و  2415، 2416 سویه های یحاو یهاآمپول

ساعت  نیشده و چند ختهیر اسپتیکآب مقطر ، در اسپتیک

و  1PDA طیمح یها روهیاز هرکدام از سو ند. سپسدنما یباق
2PCA یکشت داده شد و در دماها C52°  وC37°  در )اولی

. پس از گذاری شددومی در تاریکی( گرمخانه معرض نور و

و اطمینان از  هاهیلازم جهت فعال شدن سو زمان مدت یط

 ،PDA رشد کرده بر یهاهیسوا ، مجددهاعدم آلودگی آن

 د.پاساژ داده شدن

 

 فعالیت آنزیمی  ترینبالا با ایسویه انتخاب-2-4

 ییافته جهش یسویه شامل دو های مورد آزمایشسویه

 نیز و 2415 تریکودرما ریزئی و 2414 تریکودرما ریزئی

 کشت محیط روی2416 تریکودرما ریزئی طبیعی یسویه

برای انجام آزمون کونگو رد مخصوص کونگو رد تست، 

 تلقیح از قارچ کشت برای شدند. داده کشت تست،

(. 19، 17، 12) شد استفاده سوبسترا روی اسپوری سپانسیونسو

 هیهتبرای انجام آزمون کونگو رد تست ابتدا محیط کونگو رد 

 :. این محیط شامل ترکیبات زیر می باشدشد
 NaNO3 (3 g L-1); K2HPO4 (1 g L−1); MgSO4 

(0/5 g L−1); KCl (0/5 g L−1); FeSO4 7H2O (0/01 

mg L−1); agar (20 g L−1); CMC (5 g L−1). 

                                                           
1 Potate Dextrose Agar 
2 Plate Count Agar 

pH  ن وتنظیم شده و محیط پس از استریل در 5محیط روی

 PDAپلیت ریخته شد. از هر کدام از سویه ها روی محیط 

 دمای گذاری درروز گرمخانه 8کشت داده شده و پس از 

C°25ده کشت جدا ش محیط از متر میلی 6 قطر با هایی، دایره

 گو رد قرار داده شد.محیط کون حاوی هایپلیت و در مرکز

میلی لیتر  C°25 ،10دمای در گذاریگرمخانه روز7پس از 

س از گرم در لیتر( به آن افزوده شد. پ 5/2معرف کونگو رد )

گه ساعت در یخچال ن 24مولار شسته و  NaCl 1دقیقه با  15

داشته شد. سپس قطر کلونی رشد کرده و قطر هاله شفاف 

 (.11)گیری شد ایجاد شده اندازه

 

 انتخاب سوبسترای مناسب-2-5

 در این پژوهش از ضایعات برنج به عنوان سوبسترا استفاده شد.

، موجود ترکیباتانتخاب سوبسترای مناسب از میان برای 

 سوبستراهای از ترکیب 7 روی منتخب در مرحله قبل، یسویه

 از %50 نسبت برنج، پوست و برنج کاه برنج، سبوس) مختلف

سه تایی  ترکیب و دو به دو صورت به ستراهاسوب از کدام هر

 انتخاب کشت داده شد و( سوبسترا سه هر از به میزان مساوی

 گیری فعالیت آنزیمیاز طریق اندازه سوبسترا بهترین

(3FPase) گرم از سوبستراهای  5برای این کار  .انجام شد

 میزان آبمختلف توزین و درون ارلن دهان گشاد ریخته شد. 

به آن ها اضافه و در مرحله قبل محاسبه شده بود(  )کهلازم 

خوب به هم زده شد. سپس سوبسترای مرطوب وارد اتوکلاو 

تا دقیقه اتوکلاو شد  20به مدت  C 121°و در دمای شد 

ن، به عبارتی پیش تیمار حرارتی تحت شد اسپتیکعلاوه بر 

فشار بخار نیز بر آن انجام گیرد و شرایط برای رشد قارچ 

لیتر سوسپانسیون میلی 1 پس از آن تلقیح با تر گردد. مفراه

و  انجام شدهلیتر اسپور در میلی 5/2×710اسپوری با غلضت 

 C° دمای با انکوباتور در روز 6 مدت پس از مخلوط شدن، به

 (.31، 19) قرار گرفتند 25

                                                           
3 Filter Paperase (Filter Paper Assay) 
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 ولازلسگیری فعالیت آنزیمی استخراج و اندازه-2-6

 تولیدی

برابر وزن آن آب  5تخمیر شده محاسبه شده و ابتدا وزن توده 

مقطر به ارلن ها اضافه شد و سپس روی دستگاه همزن 

دور  اب (MR 3001 k Heidolph Germany)مغناطیسی 

دقیقه به هم زده شد. سپس به  30به مدت  1دور در دقیقه 700

 30K-3سانتریفیوژ شده )g  10000در دور دقیقه  15مدت 

sigma Germany) ایع شفاف رویی به عنوان آنزیم و م

گیری فعالیت برای اندازه (.19)استخراج شده، جداسازی شد 

محلول آنزیمی استخراج شده، از معرف دی  FPAseآنزیمی 

 نوار (.26، 12) ( استفاده شدDNSنیترو سالیسیلیک اسید )

( را در لوله mg  50حدود)  واتمن صافی کاغذ باریک

به  mM 50لول بافر سیترات مح mL 1آزمایش گذاشته و 

محلول آنزیمی استخراج شده به آن افزوده  mL 5/0همراه 

و  mM50 ت سیترا بافر mL 1آنزیم شامل  کنترل شد. نمونه

mL 5/0 سوبسترا حاوی  کنترل محلول آنزیمی بود. نمونهmL 

واتمن بود و نمونه  صافی و کاغذ mM50 ت سیترا بافر 5/1

در نظر گرفته شد.  mM  50 یتراتس بافر mL 5/1شاهد شامل 

 mL 3قرار گرفته و سپس  C°50ساعت در دمای  1ها نمونه

دقیقه در حمام  5ها افزوده شده و به مدت به آن DNSمعرف 

آب جوش قرار گرفتند. سپس در حمام آب و یخ خنک شده 

 Algilent Technologies Cary 60)و با اسپکتروفوتومتر 

UV-vis )نانومتر قرائت  540ر طول موج ها دجذب نمونه

 محاسبه ،(mg/0.5 mL)آنزیم غلظت شد. پس از محاسبه

 انجام شد: فرمول از استفاده با آنزیمی فعالیت

 

  A × (a + b)/ 0.5 × C× t × 0.18  =فعالیت آنزیمی 

 aد، غلظت آنزیم محاسبه شده از منحنی استاندار Aکه در آن 

 C، وده شده طی استخراجمیزان آب افز bمیزان آب سوبسترا، 

 باشد. دقیقه می 60زمان  tوزن ماده خشک سوبسترا و 

 

                                                           
1 RPM 

 اعمال جهش بر سویه منتخب-2-7

کونگو رد تست، بر آزمون ی قارچی منتخب از در ابتدا سویه

کشت داده شده و پس از گذراندن دروه  PDAروی 

اسپور در  5/2×710گذاری، سوسپانسیون اسپوری )گرمخانه

میلی لیتر از سوسپانسیون  5مقدار  از آن تهیه شد. میلی لیتر(

ریخته شد. پس از آن  اسپتیکلوله درپیچ دار  3اسپوری در 

ها در سازمان انرژی اتمی، تحت تابش پرتوی گامای لوله

 گری قرار گرفتند.  800 مقدار دوزبا  60کبالت 

 

های تریکودرما ریزئی غربال کردن جهش یافته-2-8

2414 

های سریالی از سوسپانسیون دا رقتتابال جهش، پس از اعم

کشت داده  PDAجهش یافته، تهیه شده و بر روی محیط 

شدند. هدف از این کار بدست آوردن کلونی هایی بود که به 

پس از گذشت لحاظ ظاهری قابل تفکیک از یکدیگر باشند. 

های ، کلونی C 25° در دمای گرمخانهروز در  3زمان مدت 

سازی شدند انتخاب شده و خالصا ظاهر متفاوت، و بتر بزرگ

در مرحله کشت داده شدند.  PDAو مجددا بر روی محیط 

کونگو رد  آزمونتر، بزرگ هایاول پس از کشت کلونی

ای که نسبت سویه سه ،آزمون. بر اساس نتایج آن انجام شد

 ،داشتندنسبت به قبل از جهش قطر هاله به کلونی بزرگتری 

 (.20) ندانتخاب شد

 

 پس از اعمال جهش گیری فعالیت آنزیمیاندازه-2-9

ی و آزمون کونگو گرهای انتخاب شده از مرحله غربالکلونی

کشت داده شدند و در دمای  PDAابتدا بر روی محیط رد، 

°C 25  گذاری شدند. سپس برای روز گرمخانه 8به مدت

یون ها، سوسپانسگیری فعالیت آنزیمی این جهش یافتهاندازه

بر  لیتر تهیه شد واسپور در میلی 5/2×710اسپوری با غلظت 

طی پس از وبسترای مورد نظر کشت داده شدند و روی س

نزیم آ،  C 25° در دمای  گذاریگرمخانه روز 6زمان  مدت

 گیری شد.استخراج و فعالیت آنزیمی اندازهها از آنتولیدی 
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 یافته بررسی پایداری سویه جهش-2-10

یافته برتر )که دارای فعالیت انتخاب سویه جهشپس از 

پایداری آزمون آنزیمی بیشتری نسبت به سویه مادر بود(، 

، یافتهی جهشبرای اطمینان از پایداری سویهسویه انجام شد. 

نسل بر محیط کشت جامد )سوبسترای  9ی مورد نظر طی سویه

 (FPaseبهینه( کشت داده شده و میزان فعالیت آنزیمی )

گیری شد. برای افزایش دقت و اطمینان لولاز تولیدی اندازهس

یافته در محیط کشت تخمیر حالت از پایداری سویه جهش

جامد، ابتدا وزن مشخصی از سوبسترای بهینه در ارلن ریخته 

اسپور در  5/2×710شده و با سوسپانسیون اسپوری با غلظت 

 با انکوباتور در روز 6لیتر  تلقیح شد. پس از آن به مدت میلی

گذاری، قرار گرفت. پس از طی زمان گرمخانه C 25° دمای

ابتدا کشت نسل دوم با تلقیح حجم مشخصی از درون ارلن 

نسل اول انجام گرفت. بدین صورت که درون ارلن دوم وزن 

مشخصی از سوبسترای جامد تازه قرار داده شد و پس از 

د و به شدن با حجم مشخصی از نسل اول تلقیح ش اسپتیک

گذاری شد. سپس آنزیم روز در همان شرایط گرمخانه 6مدت 

تولیدی نسل اول استخراج شده و فعالیت آنزیمی آن 

گیری شد. در ادامه، نسل سوم با استفاده از سوبسترای اندازه

جامد تازه و تلقیح با حجم معین از نسل دوم انجام گرفته و 

جام این روند تا سپس آنزیم تولیدی نسل دوم استخراج شد. ان

 (.20) نسل تکرار شد 9

 

 هاتجزیه و تحلیل داده-2-11

جود جهت مطالعه ودر سه تکرار انجام شده و  هاتمام آزمایش

دار بین تیمارهای مختلف، از تجزیه اختلاف آماری معنی

ای دانکن استفاده و آزمون چند دامنه (ANOVAواریانس )

ز ده اها با استفاری دادهشد. در تمام مراحل تجزیه و تحلیل آما

 صورت گرفت. 18SPSSنرم افزار 

 

 و بحث نتایج -3

در  تایجترکیبات شیمیایی سوبستراها انجام شده و ن گیریاندازه

ه بدر این رابطه باید گفت نتایج آورده شده است.  1جدول 

 ،5) دست آمده با نتایج گزارش شده توسط سایر پژوهشگران

ه و ب های موجود، طبیعیالبته تفاوتکه  قابل مقایسه است (18

ت دلیل تفاوت در نوع برنج مورد استفاده در تولید ضایعا

  باشد.کاربردی، زمان برداشت و شرایط محیطی می

 

 

 ترکیبات شیمیایی سوبستراهای کاه برنج، سبوس برنج و پوست برنج - 1جدول 

 )%( چربی خاکستر )%( رطوبت نمونه

0/223 ± 4/297 کاه برنج
a

 12/71 ± 0/071
a

 0/39 ± 0/177
a

 

0/335 ± 7/967 پوست برنج
c

 14/53 0±
c

 3/57 ± 0/226
b

 

0/022 ± 6/712 سبوس برنج
b

 14/51 ± 0/035
b

 10/71 ± 0/035
c

 

 ، را نشان می دهند.  05/0 در هر ستون میانگین های دارای حروف متفاوت، معنی داری در سطح

 

راها برای محاسبه ی میزان گیری میزان رطوبت سوبستاندازه

رطوبت لازم در سامانه تخمیر حالت جامد، مورد استفاده قرار 

گرفت. تعیین دقیق میزان رطوبت لازم برای سامانه تخمیر 

تر از حالت جامد اهمیت بسیار دارد، چنانچه میزان رطوبت کم
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حد لازم باشد، رشد قارچ در حد مطلوب نبوده و دسترسی 

یابد و در نتیجه محصول مورد مغذی کاهش میها به مواد قارچ

اگر میزان رطوبت بیشتر از  ،شودنظر با راندمان کم تولید می

حد لازم باشد، سبب پر شدن خلل و فرج شده و فضای 

اکسیژن را اشباع کرده و در نتیجه قارچ با کمبود هوا مواجه 

شود. لذا تعیین میزان دقیق رطوبت در شروع کار اهمیت می

 برای لازم رطوبت میزان برای محاسبه(. 35، 27)دارد خاص 

( 19)ها با توجه به نتایج سایر پژوهش ابتدا سوبستراها، در

 زمان طی از پس اما ،شد داده تشخیص مناسب ایاولیه مقادیر

 میزان مجددا و یافت کاهش محیط آب گذاری،گرمخانه

کاه، در نهایت مقادیر رطوبت برای  .شد محاسبه لازم رطوبت

پوست و -سبوس، کاه-پوست، کاه-پوست، سبوس، سبوس

 %55، 65، 65، 55، 55، 55، 80تیب هر سه سوبسترا به تر

میزان رطوبت لازم برای کاه برنج،  مطلوب تشخیص داده شد.

به دلیل توانایی بیشتر این سوبسترا در جذب آب، بیشتر بود در 

تند. در شکه سبوس و پوست برنج شرایط مشابهی دا حالی

ترکیبات دوتایی که کاه برنج وجود داشت نیز میزان جذب 

در  ب بیشتر شده و درصد بالاتری رطوبت مورد نیاز بود.آ

برد سوبستراهای رهای مشابه انجام شده و با کاپژوهش

گوناگون، میزان رطوبت لازم بسته به نوع سوبسترای 

 لیگنوسلولزی مورد استفاده، متفاوت است. تخلخل و سطح

ی مخصوص ذرات جامد، کارایی نفوذ هوا و ظرفیت نگهدار

، لطیفیان و 2007در سال  (.38)دهد آب را تحت تاثیر قرار می

همکاران به ارزیابی شرایط کشت برای تولید سلولاز با استفاده 

در  Trichoderma reeseiی ی جهش یافتهاز دو سویه

رد استفاده ی مواسامانه تخمیر حالت جامد پرداختند. سوبستر

مناسب  %55-70ها، سبوس برنج بود و میزان رطوبت آن

گزارش شد که با نتایج به دست آمده در این پژوهش مطابقت 

سازی بهینه ، مایوریا و همکاران،2012در سال . (19) دارد

شرایط سامانه تخمیر حالت جامد برای تولید سلولاز با استفاده 

انجام دادند.  را Trichoderma reesei NCIM992از 

سوبسترای مورد استفاده کاه برنج، باگاس نیشکر و سبوس 

در  .(24) % بهینه گزارش شد 70گندم بود و میزان رطوبت 

، بریجوانی و همکاران با استفاده از سامانه تخمیر 2010سال 

و  Trichoderma reeseiحالت جامد و مخلوط کشت 

Aspergillus oryzae تند. در این به تولید سلولاز پرداخ

( به 1: 4مطالعه از مخلوط پوست لوبیای سویا و سبوس گندم )

که  % بود 70یزان رطوبت بهینه معنوان سوبسترا استفاده شد و 

آب سوبسترا و  به دلیل تفاوت ،وهشژلاف با نتایج این پتاخ

با توجه به اینکه انتخاب  (.27، 24، 19) باشدپیوندی می

ترین فاکتورها در اسب، از مهمی قارچی منسوبسترا و سویه

ی پژوهش با در ادامه (،35باشد )سامانه تخمیر حالت جامد می

تر انتخاب شد. ی مناسبسویه ،استفاده از آزمون کونگو رد

طور که در شکل همان نشان داده شده است. 1نتایج در شکل 

 2414ی تریکودرما ریزئی مشخص است با وجودی که سویه

ی شفاف تشکیل ی داشته، اما نسبت قطر هالهقطر کلونی کمتر

قطر هاله ی دیگر بیشتر است. شده به قطر کلونی از دو سویه

گیری شفاف و کلونی تشکیل شده در محیط کونگو رد اندازه

نشان داده شده  ،این آزموننتایج مربوط به  2در جدول شده و 

 است. 

 

چی نتایج آزمون کونگو رد برای سه سویه قار - 1شکل 

های تریکودرما مختلف )از راست به چپ به ترتیب سویه

 (2414و  2415، 2416ریزئی 

 

 2414زمون، تریکودرما ریزئی آبر اساس نتایج حاصله از این 

بالاترین فعالیت سلولازی را داشته و برای ادامه پژوهش مورد 

های مختلف از تریکودرما زیر سویهاستفاده قرار گرفت. 
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برای تولید سلولاز مورد استفاده قرار  هشگرانتوسط پژوریزئی 

  های تریکودرماهای مختلف، از زیرسویهدر پژوهش اندگرفته

 تریکودرما  ، ZU-02ریزئی  تریکودرما ،QM9414ریزئی 

 تریکودرما  ، MCG77ریزئی  تریکودرما ،RUTC30ریزئی 

   و PTCC 5142ریزئی  تریکودرما  ،HY07ریزئی 

، 13، 8، 4) است هاستفاده شد NCIM992 ریزئی تریکودرما

19 ،21 ،36  ،41.)  

 

 رد کونگو آزمون جینتا - 2جدول 

قطر کلونی ( سویه cm( )  شفافقطر هاله cm( قطر هاله شفاف / قطر کلونی 

2414 5/2  75/3  1/53 ± 0/085
c

 

2415 97/3  5 1/26   ± 0/036 
b

 

2416 53/5  05/6  1/13  ± 0/02 
a

 

 دهند.، را نشان می  05/0 داری در سطحارای حروف متفاوت، معنیهای دمیانگین

 

تریکودرما ی سویه کشت از حاصل آنزیمی ، فعالیت3جدول 

بر اساس دهد. مختلف را نشان می سوبستراهای بر 2414ریزئی 

مورد نظر بر روی مخلوطی  یکه سویه ینتایج حاصله، هنگام

برنج و پوست برنج )به از هر سه سوبسترای کاه برنج، سبوس 

نسبت های مساوی از هر کدام( کشت داده شد، بیشترین 

به نظرمی رسد حضور کاه فعالیت آنزیمی حاصل شده است. 

تار فیزیکی خو سا برنج در سوبسترا به دلیل استحکام بیشتر

تری ایجاد کرده و از این ماده، ساختار مناسب ترمستحکم

نماید که این مهم ری میفشرده شدن مجموعه سوبسترا جلوگی

منجر به حفظ خلل و فرج موجود و در نتیجه وجود میزان 

و رشد بهتر قارچ ی قارچ مورد استفاده برای استفاده ،کافی هوا

همچنین توانایی کاه گردد. و تولید بیشتر آنزیم سلولاز می

آب بیشتر  نگهداریمنجر به  ،برای افزایش جذب آببرنج، 

نماید. کمک مین امر نیز به رشد سوبسترا شده و ای سامانهدر 

زیرا به تدریج و در طی زمان رشد، میزان رطوبت مورد نیاز را 

دهد و این مهم به افزایش در اختیار میکروارگانیزم قرار می

از سوی دیگر چون خود کاه انجامد. نزیم میآبازده تولید 

برنج میزان ترکیبات مغذی کمتری نسبت به سبوس و پوست 

از هر سه سوبسترا منجر به تلفیق مزایای ارد، لذا ترکیبی درنج ب

هر کدام شده و بیشترین میزان فعالیت آنزیمی را موجب شده 

با  های سایر محققان نشان داد کهمروری بر پژوهش .است

استفاده از سوبستراهای گوناگون و کشت قارچ تریکودرما 

دست آمده است. ریزئی، مقادیر مختلفی از فعالیت آنزیمی به 

ذرت مقدار فعالیت آنزیمی   چوب -گندم با استفاده از سبوس

U/g ds 1/1-7/0سبوس برنج، کاه گندم، ، ترکیب کاه 

مطالعات برنج در  ، سبوسU/g ds 2/2 ذرت: چوب گندم،

 سویا ، پوست32/0-2/3 و  648/11و  U/g ds 57/13مختلف 

 -U/g ds 8/3 گندم  ، سبوسU/g ds 7/10 گندم  سبوس و

، U/g ds 1/29 (7 ،14 ،19 ،29 ،31 ،32 سویا و پوست 605/0

به دلیل تفاوت در نوع سوبسترای گزارش شده است. ( 34، 33

ها، نتایج مختلفی گزارش شده است که به کار رفته در پژوهش

 تا حدودی با نتایج این پژوهش مطابقت دارد.
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بر سوبستراهای مختلف )سبوس برنج، پوست برنج، کاه برنج و  2414ریزئی فعالیت آنزیمی حاصل از کشت تریکودرما  - 3جدول 

 ترکیبات دوتایی و سه تایی این سوبستراها(

 فعالیت آنزیمی( u/g dry substrate) نمونه

 01/±0  0/0325 سبوس
a

 

0/04 ± 0/325 پوست
 b

 

 01/±0  0/520 سبوس و پوست
c

 

 0/05 ±  0/555 پوست و کاه

c,d

 

 01/±0  0/600 کاه
d,e

 

01/±0  0/620 سبوس و کاه
e

 

 0/01 ±  0/720 هر سه
f

 

 دهند.، را نشان می  05/0 داری در سطحهای دارای حروف متفاوت، معنیمیانگین

 

پس از  هاو رد برای کلونیگزمون کونآنتایج  4جدول در 

کلونی  سهبر اساس نتایج این آزمون  آورده شده است. جهش،

ه و نتایج آزمون ترین قطر هاله به کلونی بودکه دارای بالا

دار بیشتر از نتایج این آزمون کونگو رد آن ها به صورت معنی

انتخاب شده و فعالیت  برای سویه مادر قبل از جهش بود،

های بنابراین جهش یافته گیری شد.ها اندازهآنزیمی آن

انتخاب شدند و در  6و  5، 3شماره  2414کودرما ریزئی یتر

ی بعد بر روی ترکیب هر سه سوبسترا کشت داده شده و رحلهم

ی گیری شده و نتایج با سویهها اندازهمیزان فعالیت آنزیمی آن

 مادر قبل از جهش مقایسه شد. 
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 و سویه مادر  2414 یزئیر کودرمایتر افتهیجهش یهاهیسو یبرا رد کونگو آزمون جینتا - 4 جدول

 ماره گذاری ش نسبت قطر کلونی/قطر هاله

a,b 1/0 1/36± 

a  07/25±0/1 

 2414سویه مادر 

 1جهش یافته

a 06/±0 25/1 2جهش یافته 

d 35/05±0/2 3جهش یافته 

b,c 57/±0 55/1 4جهش یافته 

c 5/7±0/1 5جهش یافته 

d  28/2±0 6جهش یافته 

 .دهندمی نشان ، را  05/0 سطح در داریمعنی متفاوت، حروف دارای هایمیانگین

ی میان نشان داده شده است، مقایسه 5جدول در همان طور که 

 جهش و مادر سویه کشت از حاصل آنزیمی فعالیت میزان

که  مشخص کرد  بر ترکیبی از مخلوط سه سوبسترا هایافته

داری دارای فعالیت آنزیمی ، به صورت معنی5ه یافتجهش

بدین  ست.قبل از جهش( بوده ا)بیشتر نسبت به سویه مادر 

به  2414معنی که تاباندن اشعه گاما بر تریکودرما ریزئی 

داری منجر به افزایش فعالیت آنزیمی شده است صورت معنی

آمیز بوده است. لذا در ادامه، و به عبارت دیگر جهش موفقیت

پایداری سویه جهش برای حصول اطمینان از ثبات این جهش، 

بر اساس قرار گرفت. مورد ارزیابی پیاپی نسل  9یافته طی 

یافته ، پایداری سویه جهشهابه دست آمده از آزمون نتایج

پیشین نیز اعمال جهش بر های در پژوهش. باشدمورد تایید می

 و Liآمیزی به دست داده است. فقیتهای قارچی نتایج موسویه

 عوامل کاربرد با ،(2011) همکاران و Xu و( 2010) همکاران

 ماکروویو امواج بنفش، ماورای اشعه نندما فیزیکی زایجهش

 باSingara (2010 ) و Bhargavi و کننده یونیزه های اشعه و

 اتیل نیتروزوگوانیدین، مانند زاجهش شیمیایی مواد از استفاده

 سویه اصلاح به اقدام سولفونات، اتیل دی و سولفونات متیل

 لولازس تولید برای یافتهبهبود هایسویه تولید و اند نموده

توان به می در ادامه (.38 ،20 ،15،6) است بوده آمیزموفقیت

تولید سلولاز با استفاده از تریکودرما ویریده اشاره نمود که با 

اعمال جهش از طریق اشعه ماورای بنفش و امواج مایکرویوو 

و سپس کاربرد اتیل متان سولفونات، بازده تولید آنزیم افزایش 

رد تریکودرما اتروویریده همچنین کارب (.9) یافت

و اعمال جهش با استفاده ( 2008و همکاران )  Kavocsتوسط

از متیل نیترو نیتروزوگوانیدین و سپس قرار دادن در معرض 

. در آنزیم سلولاز شداشعه ماورای بنفش منجر به افزایش تولید 

ی تریکودرما اتروویریده های جهش یافتهسویهاین پژوهش 

مقادیر بالاتری از مادر رشد کرده و تر از سویه سریع

سلولازهای خارج سلولی و بتا گلوکوزیداز تولید نمودند 

(16.) 
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 یافتههای مادر و جهشفعالیت آنزیمی حاصل از کشت سویه - 5جدول 

(u/g dry substrate) سویه قارچی  فعالیت آنزیمی 

b 1/759±0/0  قبل از جهش 2414تریکودرما ریزئی 

0/0±603/02 a  6جهش یافته 2414تریکودرما ریزئی 

0/0±980/02 c  5جهش یافته 2414تریکودرما ریزئی 

0/0±535/02 a  3جهش یافته 2414تریکودرما ریزئی 

 دار هستند.، دارای اختلاف معنی  0/05 های دارای حروف متفاوت در سطحمیانگین

 

 گیرینتیجه -4

 تجدید کربنی منابع نتری فراوان سلولزی، از آنجا که مواد

هستند و نیاز روزافزون به کاربرد این مواد به  جهان در پذیر

شود و نیز عنوان مواد اولیه با اهداف مختلف احساس می

باشد و سلولاز، آنزیم مورد استفاده برای آبکافت سلولز، می

فناوری در تولید سلولاز و توجه نظر به اهمیت کاربرد زیست

به دلیل مزایای مخصوص و منحصر به فرد ای که اخیرا ویژه

 ،سامانه تخمیر حالت جامد، به سمت آن معطوف شده است

کاربرد سامانه تخمیر حالت جامد برای تولید سلولاز مجال 

های تولید در بررسی دارد. از سوی دیگر لزوم کاهش هزینه

مانند ضایعات قیمت این سامانه، کاربرد سوبستراهای ارزان

یز بهبود سویه با هدف افزایش راندمان تولید و نکشاورزی 

  طلبد.آنزیم را می
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