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 Trichoderma reeseiمطالعه توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز در قارچ 

  2 و محمدرضا زماني2 مصطفي مطلبي، 1فرهاد قجقي

  يگروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه راز1
  زيست فناوريملي مهندسي ژنتيك و پژوهشگاه  2

  چكيده

از باعث تجزيه بتاگلوكوزيدزيم اندوگلوكاناز و بهمراه دو آن باشد كه ي سلولازي ميآنزيمهاسلوبيوهيدرولاز از 
 در محيط از نظر توليد آنزيمهاي سلولازيقارچ تريكودرما جدايه  30در اين تحقيق، تعداد .  شوند ميملكولهاي سلولز 

swollen cellulose مورد بررسي قرار گرفته و جدايه  Trichoderma reesei (PTCC5142)  با ايجاد هاله اي به
براي مطالعه ميزان فعاليت آنزيمهاي سلولازي از محيط  .  انتخاب گرديد ميلي متر بعنوان فعالترين جدايه 16قطر 
  منابع كربني،) درجه سانتيگراد32 و 28، 25(شامل دما  شرايط محيطي مختلف  كه در آن استفاده شد(Mandels)مندلز

)CMC, Avicel, Filter paper(،القا كننده ها ) لوبيوزلاكتوز و س(، pH )4 ،5 ،6 14روزانه تا  (و زمان كشت) 7 و 
,  بعنوان بهترين منبع كربنيCMC درجه سانتيگراد، 29داد كه دماي   نتايج حاصله نشان .مورد بررسي قرار گرفت) روز

 در اين رولاز سلوبيوهيدهينه توليد آنزيمب بعنوان شرايط هفتم كشت و روز 5 برابر pH,  القا كننده عامللاكتوز به عنوان
          جدايهنشان داد كه بدست آمده توليد اين آنزيم در جدايه هاي مختلف در شرايط بهينهمقايسه . باشند قارچ مي

T. ressei (PTCC5142)  با توليدU/ml 45/4 باشد  از نظر توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز  ميجدايه  بعنوان فعالترين  .  

  . سلولز–  سلوبيوهيدرولاز– آنزيمهاي سلولازي - تريكودرما : كليديواژه هاي

  مقدمه
، حدود سلولز بعنوان فراوان ترين ماده آلي قابل تجزيه

نيمي از توليد ناخالص مواد حياتي توسط فتوسنتز 
با پيوندهاي اين ماده .  گياهان را تشكيل مي دهد

 ديواره سلولي گياهان  قسمت اعظم 4و1 بتا گليكوزيدي
 سلولز علاوه بر ديواره سلولي گياهان، .درا شامل مي شو

بسياري از قارچها و كيست برخي از  در جلبكها،
    ).2 (پروتوزوئرها نيز وجود دارد

هيدروليز سلولز به دو روش شيميايي و آنزيمي صورت 
هيدروليز شيميايي توسط اسيدها و هيدروليز . گيرد مي

با .  آنزيمي بوسيله آنزيم هاي سلولازي انجام مي گيرد
توجه به مشكلات هيدروليز اسيدي سلولز، توجه 

 محصولات  .)1( شده است بيشتري به هيدروليز آنزيمي
قندهاي احيايي به شكل گلوكز مي  هيدروليز معمولاً

مزيت هيدروليز آنزيمي سلولز نسبت به روشهاي . باشند

ها مي باشد زيرا   پايين بودن هزينه،هيدروليز اسيدي
 و =pH 8/4 در شرايط ملايم يعني هيدروليز آنزيمي

انجام مي گيرد وهمچنين درجه سانتيگراد  45-50دماي 
  .  )16 (وجود ندارد) خورندگي(در آن عمل شيميايي

بصورت كمپلكسي از  سلولاز ها آنزيمهايي هستند كه
 بطور سينرژيسمي با همديگر عمل  وسه گروه آنزيمي

 را 4و1 بتا گليكوزيدي  پيوند هايتوانند  و ميمي كنند
 1بتا  اين آنزيمها عبارتند از  . نماينددر سلولز هيدروليز

  .  سلوبيوهيدرولاز و بتا گلوكوزيداز،اندوگلوكاناز 4و 
آنزيم سلوبيوهيدرولاز كه نام ديگر آن اگزوگلوكاناز مي 
باشد واحدهاي سلوبيوز را از انتهاي غير احياء كننده 

حاصل از عمل بتا زنجيره سلولز و يا قطعات اليگومري 
  ). 14( اندوگلوكاناز را جدا مي كند 4 و 1
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 يكي از مفيدترين منابع تريكودرماگونه هاي مختلف 
آنزيمهاي سلولازي مي باشند و توجه خاصي به توليد 

، از طريق شناسايي  تريكودرماآنزيمهاي سلولازي توسط
در .   شده استوتوليد گونه هاي برتر از نظر توليد آنزيم

 قابل  ترشحي سلولازي ميزان توليد آنزيمهايقارچاين 
  .)12 ( مي باشدملاحظه

در اين تحقيق، شرايط بهينه توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز 
توسط قارچ تريكودرما مورد بررسي قرار مي گيرد و 
جدايه هاي مختلف اين قارچ از نظر توليد اين آنزيم 

  .مورد مطالعه و مقايسه قرار خواهند گرفت

   و روشهامواد
 جدايه قارچ 30تعداد :  جدايه هاي قارچ تريكودرما

Trichoderma sp. كه در طول اين تحقيق مورد بررسي 
و مطالعه قرار گرفته اند عمدتاً از مناطق مختلف ايران 

 از جهت نگهداري قارچ).  15(جمع آوري شده اند 
 PDA  (Potato Dextrose Agar, Merck) محيط كشت 

 به PDAبراي تهيه اين محيط پودر .  دده گردياستفا
 گرم در ليتر در آب حل و پس از سترون 39  ميزان

  . كردن مورد استفاده قرار گرفت

 جهت  :هاي سلولازيعاليت آنزيمشخيص سريع فت
 مناسب  فعاليت سلولازي با جدايه هايتشخيص سريع

با بدين منظور .   استفاده گرديد test plateاز روش 
 Avicel (Rotch) گرم 10اضافه كردن 

(microcrystalline cellulose)                                                 
،   درصد سرد85  ميلي ليتر اسيد فسفريك500به 

 روي cold room ساعت در 3مخلوط حاصل بمدت 
 مخلوط حاصل در حاليكه توسط شيكر قرار داده شد

 ميلي ليتر 1500به يك ميله شيشه اي بهم زده مي شد 
 تا زمانيكه بصورت يك توده ابر آب سرد اضافه گرديد

 10 بمدت (rpm 7000)پس از سانتريفيوژ . مانند درآيد
، رسوب حاصل در  درجه سانتيگراد4 در دماي دقيقه

آب دو بار تقطير سترون شده به حالت سوسپانسيون در 

 400، حدود 5 محلول برابر pHآمده و جهت تنظيم 
  . ليتر كربنات سديم يك مولار به آن اضافه گرديدميلي

سوسپانسيون مورد نظر پنج مرتبه با آب مقطر شستشو 
رسوب . داده شده و در هر مرحله سانتريفيوژ گرديد

 بصورت پوره اي يكنواخت Freez drayerنهايي  توسط 
 (swollen cellulose)در آمد كه از آن بعنوان سوبسترا 

.  اليت آنزيمي استفاده گرديدبراي تشخيص سريع فع
از   سلولازي فعاليت آنزيمهاي سريعجهت تشخيص

كه به آن  [، ) Mandels) 14محيط كشت تغيير يافته 
swollen cellulose(5.4%) ،Triton X-100 (0.1% v/v) 

(Merck)وL-sorbose(4%)  (Rotch) )  براي محدود
  .يداستفاده گرد]  اضافه شده بود) كردن رشد ميسليوم 

 عدد 105پس از تهيه محيط كشت، تلقيح اسپور به تعداد 
سپس محيطها . در چاهكهاي ايجاد شده صورت گرفت

  ساعت18  درجه سانتيگراد ، و30 روز در دماي3بمدت 
اين روش .  درجه سانتيگراد انكوبه شدند50در دماي 

آميزي نداشت زيرا محيط بعلت دارا  نيازي به رنگ 
 كدر بوده و وجود هاله شفاف swollen celluloseبودن 

در اطراف چاهك نشان دهنده حضور آنزيمهاي 
  ميswollen celluloseسلولازي كه موجب تجزيه 

اندازه قطر هاله ها نشان دهنده ). 19(باشد  شوند مي
ميزان توليد و فعاليت آنزيمهاي سلولازي ترشح شده در 

  .  باشدمي  قارچ  جدايه هاي مختلفمحيط توسط

براي :  ليد و سنجش فعاليت آنزيم سلوبيوهيدرولازتو
بررسي شرايط بهينه توليد آنزيم از منابع كربني مختلف 

)CMC, Avicel, Filter paper ( به ميزان يك
تا ( ، زمانهاي كشت 7 و 6، 5، 4 هاي pH، (w/v)درصد

، ) ساعت براي نمونه برداري24 روز با فواصل 14
تيگراد و استفاده از  درجه سان32 و 28، 25دماهاي 

بعنوان عامل القا كننده )  درصد1(لاكتوز و سلوبيوز 
  .  استفاده شد
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اين در مورد نياز جهت توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز 
 ميلي 250هاي   در ارلنهاي مورد نظر ،  جدايهتحقيق

  Mandels مايع محيط كشت ميلي ليتر 100ليتري حاوي 
 CMC  (Carboxy Methyl حاوي سوبستراي )9(

Cellulase, Rotch) يك درصد به همراه لاكتوز يك  
تلقيح و سپس محيط درصد بعنوان عامل القاء كننده 

دستگاه روي حالت  و شدندها به انكوباتور منتقل  كشت
 درجه سانتيگراد 29 و دماي ) دور در دقيقه150(  بهم زن
 از آنها نمونه  5 برابر pH و پس از هفت روز در تنظيم

 محيط ،  و با استفاده از كاغذ صافي استريلداري شدبر
از محيط كشت صاف . ندكشتها از صافي عبور داده شد

 كه داراي شده بعنوان محلول حاوي پروتئينهاي ترشحي
    .گرديداستفاده آنزيم سلوبيوهيدرولاز ميباشد 

يك سلوبيوهيدرولاز به   براي سنجش فعاليت آنزيم
 ميلي گرم كاغذ صافي واتمن 50 نمونه آنزيميميلي ليتر 

 يك ميلي  واضافه) بعنوان سوبستراي آنزيم(شماره يك 
.   شدفزوده   ا=8/4pH مولار  با 05/0ليتر بافر سيترات 

 درجه 50  مخلوط حاصله بمدت يك ساعت در دماي
 ميلي 2سانتيگراد انكوبه و براي توقف واكنش آنزيمي 

 DNSليتر معرف دي نيترو ساليسيليك اسيد 
(Sigma))18(سپس نمونه ها .   به آن اضافه گرديد

 دقيقه در آب جوش قرار داده شده تا در اثر 10بمدت 
، تغيير )گلوكز( توسط قند احيا شده DNSاحياء معرف 

براي پايداري .  رنگ معرف از زرد به قرمز انجام پذيرد
 ميلي ليتر محلول تارتارات مضاعف يكرنگ معرف 
  به آن اضافه و جذب نوري  درصد40سديم پتاسيم 

در اين .   نانومتر خوانده شد575آنها در طول موج 
  .  آزمايش از گلوكز بعنوان استاندارد استفاده گرديد

يك واحد آنزيمي مقدار آنزيمي است كه براي آزاد شدن 
يك ميكرومول قند احيا شده بصورت گلوكز در مدت 

مقدار براي اندازه گيري .  باشد يك دقيقه لازم مي
 كه در آن شد استفاده )Bradford  )3  روش ازپروتئين

 Bovine serum albomin(Rotch) (BSA) پروتئين از
  .  بعنوان استاندارد استفاده گرديد

 نتايج

بطور آنزيمهاي سلولازي در قارچ تريكودرما 
سينرژيسمي با همديگر عمل كرده و موجب تجزيه 

اي حاصل از عمل قطعات يا اليگومره.  سلولز مي شوند
آنزيم اندو گلوكاناز بعنوان سوبسترا براي آنزيم 
سلوبيوهيدرولاز عمل نموده و نهايتا دي ساكاريدهاي 
 حاصله توسط آنزيم بتاگلوكوزيداز به گلوكز تبديل مي

در اين تحقيق جهت بررسي و مطالعه توليد ).  2(شوند 
 از جدايه هاي مختلف قارچ  سلوبيوهيدرولازآنزيم
جدايه هاي مورد اكثر .    استفاده گرديدودرماتريك

بومي ايران بوده و در تحقيقات مطالعه در اين تحقيق 
براي .  )15(قبلي مورد شناسايي قرار گرفته اند 

 جدايه تشخيص سريع حضور آنزيمهاي سلولازي در
 اسپور از هر 105 تعداد تريكودرماهاي مختلف قارچ 

ور جداگانه در محيط جدايه در شرايط كاملاً يكسان بط
 بعنوان سوبستراي swollen cellulose حاوي كشت
نتايج بدست آمده نشان داد كه   . تلقيح شدندآنزيمي

قطر هاله هاي شفاف در جدايه هاي مختلف متفاوت 
ميلي متر مشاهده  16يك تا ميباشد بطوريكه قطر آنها از 

   ). 1شكل (گرديد 

  

  

  

  

  

  
 شفاف ايجاد شده در اثر فعاليت نمونه اي از هاله) 1شكل 

  آنزيمهاي سلولازي در مقايسه با كنترل منفي

Colony of 
Trichoderma reesei 

Negative control 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1384 بهار، 1، شماره 18جلد                                                                                 مجله زيست شناسي ايران               

  18

دهد كه از جدايه  مقايسه نتايج بدست آمده نشان مي
 جدايه  مورد مطالعههاي توليد كننده آنزيمهاي سلولازي

Trichoderma reesei (PTCC 5142)  16 با قطر هاله 
 حدود  با قطرجدايه 9 تعداد ميلي متر بعنوان بيشترين و 

 آنزيمهاي  هاي ميلي متر بعنوان كمترين توليد كننده1
  .  )1نمودار  (سلولازي  مي باشند

عوامل   : سلوبيوهيدرولازبررسي ميزان توليد آنزيم
، نوع منبع كربن و pHمختلفي نظير زمان كشت، دما، 

عوامل القاء كننده ميتوانند بر ميزان توليد آنزيمهاي 
در اين تحقيق .  ثر باشندؤچها مسلولازي توسط قار

  سلوبيوهيدرولاز،جهت بررسي شرايط بهينه توليد آنزيم
براي .  مورد مطالعه قرار گرفت عوامل فوق نقش

اثر  آنزيم ابتدا  اينرسيدن به شرايط بهينه براي توليد
 روز 14 درجه سانتيگراد بمدت 32 و 28، 25دماهاي 

مقايسه   .گرفتمورد بررسي قرار در توليد اين آنزيم 
 درجه 28 دماي دهد كه در نشان مي نتايج بدست آمده

به ميزان  بيشترين فعاليت آنزيمي سانتيگراد و روز هفتم
U/ml 45/42نمودار  ( مشاهده مي گردد  .(  

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4
4.5

5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Culture period (day)

E
. a

ct
iv

ity
 (U

/m
l

25
28
32

  
 T. reeseiميزان توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز جدايه ) 2نمودار 

(PTCC5142) ه  درج32 و 28، 25( در دماهاي مختلف
   روز14در طول ) سانتيگراد
 هاي pH سلوبيوهيدرولاز در سپس فعاليت آنزيم

 نتايج . مورد بررسي قرار گرفت) 7 و 6، 5، 4(مختلف 
 اينبدست آمده نشان مي دهد كه ماكزيمم فعاليت 

  pH =5 درجه سانتيگراد و 28دماي   در روز هفتم،آنزيم
  ).  3نمودار (مي باشد 

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Culture period (day)

E
. a

ct
iv

ity
 (U

/m
l)

pH=4
pH=5
pH=6
pH=7

  
 T. reeseiيد آنزيم سلوبيوهيدرولاز جدايه ميزان تول) 3نمودار 

(PTCC5142) در pH 7 و 6، 5، 4( هاي مختلف(  

 Filter و CMC ،Avicel(ثير منابع مختلف كربن أت

paper ( بر ميزان توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز در دماي
 روز مورد 14 بمدت 5 برابر pH درجه سانتيگراد و 28

ده نشان داد كه نتايج بدست آم.  بررسي قرار گرفت
بيشترين ميزان فعاليت آنزيم سلوبيوهيدرولاز به ميزان 

U/ml 4/4 در حضور CMC بعنوان منبع كربن و در 
  ).  4نمودار (روز هفتم مي باشد 

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Culture period (day)

E
.a

ct
iv

ity
 (U

/m
l)

CMC

Avicel

Filter paper

  
 CMC, Avicel, Filter(اثر منابع كربني مختلف )  4نمودار 

paper (  در ميزان توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز  
   T. reesei (PTCC5142)جدايه 

 با منابع CMCمقايسه ميزان توليد اين آنزيم در حضور 
 نشان مي دهد كه ميزان Filter paper و Avicelكربني 

 نسبت به منابع CMCفعاليت اين آنزيم در حضور 
 و 19  بترتيب به ميزان Filter paper و Avicelكربني 
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 در مرحله بعد اثر.   درصد افزايش نشان مي دهد5/37
ميزان امل القاء كننده بر و بعنوان ع و سلوبيوزكتوزلا

 CMC  ،5= pHدر حضور  سلوبيوهيدرولاز  آنزيمتوليد
مورد  درجه سانتيگراد در روزهاي مختلف 28و دماي 

 مشخص گرديد دراين بررسي.  بررسي قرار گرفت
مناسب  لاكتوز بعنوان يك عامل القا كننده  ميتوان از

نمودار (استفاده نمود   سلوبيوهيدرولازبراي توليد آنزيم
، بطوريكه حضور لاكتوز در محيط كشت باعث )5

 درصد مي شود 52افزايش توليد آنزيم به ميزان 
درصورتيكه اثر سلوبيوز بعنوان عامل القاء كننده تنها 

.   درصدي توليد اين آنزيم مي شود27باعث افزايش 
ز به ميزان ضمن اينكه افزايش لاكتوز نسبت به سلوبيو

  . درصد ميزان توليد آنزيم را افزايش مي دهد22حدود 

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Culture period (day)

E
.a

ct
iv

ity
 (U

/m
l

non-inducer
cellobiose
lactose

  
بررسي اثر عوامل القاء كننده لاكتوز و سلوبيوز بر  ميزان ) 5نمودار 

  توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز 
  T. reesei (PTCC5142)جدايه 

دهد  ررسي نتايج بدست آمده از شرايط فوق نشان ميب
 دايه ها و توليد آنزيمكه بهترين شرايط براي كشت ج

 28 دماي  در محيط كشت، عبارت ازسلوبيوهيدرولاز
 بعنوان منبع كربن، pH ، CMC= 5درجه سانتيگراد، 

  مي و روز هفتم كشت القاء كننده عامللاكتوز بعنوان
  .  باشد

 30براي بررسي و مقايسه توليد و فعاليت آنزيمي در 
در شرايط ، جدايه هاي قارچي تريكودرماجدايه قارچ 

بهينه ذكر شده جهت توليد آنزيم، كشت داده شده و 
. در آنها مقايسه گرديد سلوبيوهيدرولاز فعاليت آنزيم

 جدايه هاي مورد مطالعه نشان آنزيميبررسي فعاليت 
توانايي مناسبي جهت  اين جدايه ها،  عمدهدهد كه مي

 .Tبطوريكه جدايه ، داشته  سلوبيوهيدرولازتوليد آنزيم

reesei (PTCC 5142)  با فعاليت آنزيمي  U/ml 45/4 
بيشترين مقدار فعاليت آنزيمي را از خود نشان مي 

   ).6نمودار (دهد 

  بحث
با توجه به تقاضاي روزافزون انرژي جايگزين سوختهاي 

تحقيقات وسيعي براي تبديل مواد فسيلي، امروزه 
  پذيرسلولزي به اتانل بعنوان يك منبع انرژي تجديد

سلولز فراوانترين ماده آلي قابل .  گرفته استصورت 
 تن از آن در 1011باشد كه ساليانه حدود  تجزيه مي

تبديل سلولز به اتانل شامل .  )7 (طبيعت توليد مي گردد
هيدروليز سلولز به : دو فرايند مي باشدكه عبارتند از

  .قندهاي قابل تخمير، و تخمير اين قندها به اتانل
ه دو روش شيميايي و آنزيمي صورت هيدروليز سلولز ب

با توجه به مشكلات هيدروليز اسيدي سلولز، .  گيرد مي
امروزه توجه بيشتري به هيدروليز آنزيمي سلولز كه 

گيرد معطوف شده  بوسيله آنزيم هاي سلولازي انجام مي
  . است

 از جدايه هاي بومي قارچ  عمدتاًدر اين تحقيق
داراي فعاليت  swollen cellose كه در محيط تريكودرما

  جهت مطالعه توليد آنزيم لازي بودندوسل
  جهت بهينه سازي . استفاده گرديدسلوبيوهيدرولاز

شرايط توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز در اين تحقيق از 
دليل اين .   استفاده شدT. reessei (PTCC 5142)جدايه 

 30امر فعاليت بالاي اين جدايه در تست غربالگري بين 
نقش عوامل مختلف نظير .  ايه مورد مطالعه مي باشدجد

 pHاز  (pH، ) درجه سانتيگراد30 تا 28(درجه حرارت 
 CMC, Avicel, Filter)، منابع كربن )5/6 تا 5برابر 

paper) و عوامل القاء كننده اي نظير لاكتوز و سلوبيوز 
در ميزان توليد آنزيمهاي سلولازي در منابع مختلف 
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 و 12، 10، 8، 6، 5، 4(بررسي و گزارش شده است 

بررسي شرايط بهينه توليد اين در تحقيق حاضر  .)13
 در هفت روز اول كشت توليد آنزيم آنزيم نشان داد كه

 و همكاران Wen.  افزايش و پس از آن كاهش مي يابد
 .Tآنزيمهاي سلولازي را در جدايه ميزان توليد ) 17(

reesei ATCC56765 سويه Rut-C30 در طول دو هفته 
 5بررسي و نتايج آنها نشان داد كه ميزان توليد آنزيم در 

روز اول كشت افزايش يافته و در روزهاي پنجم تا 
هشتم به حداكثر ميزان خود رسيده و پس از آن بتدريج 

نيز ميزان ) 19(ان  و همكارZaldivar.  كاهش مي يابد
 در طول T. reesei 7-121توليد اين آنزيمها را در قارچ 

 روز بررسي نموده و روز هفتم و هشتم را بعنوان 14
مقايسه .  زمان توليد حداكثر اين آنزيمها بيان نموده اند

اين نتايج با نتايج بدست آمده در تحقيق حاضر نشان 
ز تقريباً در  نيT. reesei PTCC5142مي دهد كه جدايه 

زمان مشابهي از محيط كشت حداكثر ميزان توليد 
  . آنزيمهاي سلولازي را از خود نشان مي دهد

ثير دماي محيط كشت بر ميزان توليد آنزيمهاي أت
در ) Penttila) 11 و Nakari-Setaleسلولازي توسط 

 مورد بررسي قرار  QM9414  سويه T. reseseiجدايه 
 28نموده اند كه در دماي آنها مشخص .  گرفته است

درجه سانتيگراد ميزان توليد اين آنزيمها به حداكثر خود 
دهد كه  ضمن اينكه گزارشات نشان مي.  مي رسد

 درجه سانتيگراد 28 نيز در دماي T. reesei 7-121جدايه 
اين ).  19(حداكثر ميزان توليد آنزيم را نشان مي دهد 

 درجه 28(دما ثير أنتايج با نتايج بدست آمده از ت
بر ميزان توليد آنزيم مورد مطالعه در اين ) سانتيگراد

  . مطابقت داردT. reesei PTCC5142تحقيق بر جدايه 

ثير گذار بر روند توليد آنزيمهاي از عوامل مهم تأ
 محيط كشت مي باشد، بطوريكه در pHسلولازي 

مطالعات مختلف كه گونه هاي متفاوتي از جنس 
يد اين آنزيمها مورد استفاده قرار تريكودرما جهت تول

 بيشترين 6 برابر pHگرفته اند گزارش شده است كه در 
درحاليكه ) 19 و 17، 11(ميزان توليد صورت مي گيرد 

 5 برابر pHجدايه مورد استفاده در اين تحقيق در 
بيشترين ميزان توليد آنزيم را از خود نشان مي داد و در 

pH افزايش   .ن كاسته مي شد از ميزان توليد آ6 برابر
لاكتوز بعنوان عامل القاء كننده به محيط كشت قارچ نيز 
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، CMC(يد آنزيم مقايسه ميزان توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز جدايه هاي مختلف قارچ تريكودرما در شرايط بهينه تول) 6نمودار 
pH روز طول زمان كشت7 درجه سانتيگراد، حضور لاكتوز و 28، 5 برابر (  
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باعث افزايش نسبي توليد آنزيم سلوبيوهيدرولاز مي 
  .  شود

با توجه به نتايج بدست آمده از اين تحقيق در بهينه 
سازي شرايط توليد آنزيم و مقايسه جدايه هاي مختلف 

 .T)ب جدايه برتر تريكودرما در شرايط فوق و انتخا

reesei PTCC5142) ،از نظر توليد آنزيم مورد مطالعه 
مي توان از اين جدايه براي مطالعه توليد انبوه اين آنزيم 
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The study of cellobiohydrolase production from 

 Trichoderma reesei 
Ghoujeghi  F1., Motallebi  M.2, and Zamani  M. R.2  

1Biology Dept., Faculty of Science, Razi Univ., Kermanshah, Iran. 
2National Institute for Genetic Engineering & Biotechnology (NIGEB), Tehran, Iran 

 

Abstract 
Cellobiohydrolase is one of the cellulase enzymes which is involved in degradation of 
cellulose, the most abundant biopolymer in nature.  Trichoderma species are known as a 
usefull source of cellulytic enzymes.  

In this research cellulase enzymes activity in 30 isolates of Trichoderma sp. were 
studied by rapid screening on medium containing swollen cellulose and isolate 
Trichoderma reesei (PTCC5142) was selected on the basis of clearing zone diameter 
(16 mm).  The enzyme activity was measured in the optimum conditions for production 
of cellobiohydrolase  enzyme in Trichoderma.  In order to obtain the optimum 
conditions: the selected isolate was grown in Mandels media with CMC, Avicel and 
Filter paper as carbon source at pH 4, 5,6, and7.  Lactose and cellubiose were added to 
media as inducer agents.  Media were incubated at different temperatures (25, 28 and 
32ºC) for 14 days.  Samples were collected in 24h intervals, and enzyme activity was 
measured.  Results showed that the optimum conditions for hyperproduction of 
cellobiohydrolase were pH=5, CMC as carbon source, temperature 28 ºC, lactose as 
inducer on 7th day.  After screening the cellobiohydrolase activity of all 30 isolates in 
the optimized conditions, results showed that isolate Trichoderma reesei (PTCC5142) 
with the highiest enzyme activity (4.45U/ml) was the best producer of cellobiohydrolase 
enzyme.   

Key words: cellobiohydrolase – Trichoderma- cellulose- cellulase enzymes. 
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