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 چكيده

تاكنون روشهاي توليد آنزيمها بخوبي موردبررسي قرار گرفته است اما توليد همزمان دو يا چند آنزيم و 

 به منظور . خوبي در متون علمي موردتوجه قرار نگرفته استتلاش براي ايجاد شرايط واحدي براي توليد بهينه آنها ب

 آسپرژيلوس اوريزه بهينه سازی توليد همزمان آنزيمِ آميلاز و پكتيناز که واجد اهميت اقتصادی هستند از قارچ

 Aspergillus oryzae PTCC 5164  عنوان منبع توليد کنندهِ قارچی اين آنزيم ها و روش آماری تاگوچی ه ب

در آزمايشهاي اوليه، بيشترين ميزان توليد آنزيم .  انجام شدDNSتعيين فعاليت آنزيم ها بوسيله روش .ده شداستفا

. های پكتيناز و آميلاز به ترتيب با استفاده از پكتين مركبات، آرد نشاسته ذرت بعنوان ماده اوليه سوبسترا حاصل شد

في از سبوس گندم، پكتين مركبات و آرد نشاسته ذرت محيطهايي با منابع كربني مخلوط، شامل نسبت هاي مختل

در نتيجه بعد از اجراي روش . طراحي شد و بهترين شرايط براي بالاترين ميزان توليد اين آنزيمها مشخص گرديد

در مرحله بعدي، . براي مقادير توليدي آميلاز و پكتيناز نشان داده شد%٥/٢٢٢و % ٥٣/١٩٠تاگوچي، به ترتيب افزايش

طه بهينه تركيبي، كه نقطه ميانگين موردمحاسبه نقاط قبلي بود، با توجه به شرايط آغازي، توليد آنزيمهاي مذكور در نق

نتايج نشان داد كه استفاده از روش آماري براي . را براي آميلاز و پكتيناز داشت% ٢٢٠و % ٢٢/١٩٦به ترتيب افزايش 

ت، زيرا با تعداد آزمايشهاي كمتر مي توان به نتيجه مطلوب پروسه هاي ميكروبي و بيوتكنولوژي بسيار مناسب اس

 .رسيد

 آسپرژيلوس اوريزهپکتيناز،  آميلاز، بهينه سازي،: واژه های کليدی

                                                           
  عهده دار مكاتبات *
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 مقدمه
 از جمله موارد اسـتفاده ايـن        )۱-۴( .اشاره کرد  پکتيناز    و از بين مهمترين آنزيمهاي صنعتي مي توان به آميلاز         

،تهيـه انـواع خميرهـاي      )۵( بي نظيرشان در صنعت توليد گلوكز از نشاسته و آبميوه گيـري              آنزيمها مي توان به کاربرد    

با توجه به نياز روزافزون به اين آنزيمهـا، پـژوهش   . اشاره کرد) ۸(و صنايع چوب و كاغذ  ) ۷(،تخمير چاي   )۶، ۴(نانوايي  

ب نقش کليدي در توليد بالاي آنزيمهاي       انتخاب ارگانيسم مناس  . درمورد توليد مقرون به صرفه آنها ضروري مي باشد        

يکی از اين ميکروارگانيسمها که در اين تحقيق مورد توجه قرار گرفته اسـت جـنس آسـپرژيلوس مـی                    . تجاري دارد 

باشد که از قارچهاي ناقص و دارای تنوع گونه اي فراوان است که کاربردهـای مفيـدی دارداز جملـه مـي تـوان بـه                          

گونـه   )۱،  ۹( . اين قارچ در صنايع غذايي و آب ميوه، چوب، کاغذ و نساجي، اشـاره کـرد                استفاده از گونه هاي مختلف    

هاي اين جنس توليد آنزيمهاي خارج سلولي متنوعي مي نمايند که از ميا ن آنهـا آنزيمهـای پکتينـاز و آمـيلاز دارای                        

 تريكودرمـا و حتـي      )۱۱( ،يوم پنـي سـيل    کـاربرد سـاير  قارچهـا همچـون         )۶ ،   ۱۰،  ۴( .اهميت اقتصادي ويـژه اي هـستند      

سازي توليـد آنزيمهـا مـورد      بهينه نيز براي)۱۴( ،، كلوستريديوم)۱۳(يا باكتريهايي چون باسيلوس ) ۱۲(اكتومايكوريزه ها 

 . توجه می باشد

بعنوان سبوس گندم   در پژوهش حاضر، تاثيرسوبستراهاي متفاوت با دسترسي آسان ، همچون آرد نشاسته ذرت و               

 براي انتخاب سطوح بهينه عوامـل مـورد اسـتفاده در توليـد آنزيمهـای پکتينـاز                  pH ني، و ساير شرايط مثل    منابع کرب 

  . با روش تاگوچي مورد بررسی قرار گرفته استAspergillus oryzaeوآميلاز توسط 

 در اين پژوهش از روشهای طراحی آزمـايش .اين روش کاری نسبت به دست کاری ژنتيکی کم خرج تر می باشد            

آماری استفاده شد،روشهای ياد شده بسيار متنوع می باشند اما در اين بررسی از روش تاگوچی سود برده شد حـسن                     

نوآوری ايـن   . بود)مانند نوع منبع کربن   (و گسسته ) pHمانند  (اين روش قابليت استفاده همزمان از فاکتورهای پيوسته       

 -pH( ی و تنهـا بـا تغييـرات شـرايط فيزيکوشـيميائی           کار تحقيقی در اين بوده است که بـدون دسـتکاريهای ژنتيک ـ           

بکمک روش تاگوچی ،محصول بيشتری بدست آمد پيش از اين نيز توليـد آنزيمهـای مـذکور در قـارچ                    ) سوبستراها

ــه تحقيقــات     ــوان ب ــه مــی ت ــه اســت از جمل ــرار گرفت ــورد توجــه ق ــاگوچی م آســپرژيلوس و اســتفاده از روش ت

Yamane)ــلولاز از )١٥ ــد س ــرای تولي ــای  )١٦(Zetaو Aspergillus oryzae ب ــه ه ــاز در گون ــد پکتين ــرای تولي  ب

 اشـاره نمـود، قابـل ذکـر     Trichoderma longibrachiatumبرای توليد گزيلاناز در )١٧( Azinآسپرژيلوس و 

است که تاکنون در رابطه با اين مخلوط آنزيمی توسط اين قارچ روی محيط ترکيبی در حد مرجع شناسی وسيعی که        

 .م شد، گزارشی داده نشده و اين اولين تحقيق و گزارش در اين رابطه استانجا

 

 مواد و روشها

 :ميکروارگانيسم

بـود کـه، ازمرکـز      Aspergillus oryzae PTCC5164  ميکروارگانيسم مورد استفاده در اين تحقيـق، 

 كـه در کـشت هـای        کـشت ذخيـره پـس از رشـد،        . اي علمي و صنعتي ايران، فراهم شـد        پژوهشه کلکسيون سازمان 
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19 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

 روز صـورت پـذيرفت، در   ۴ و به مدت Potato Dextrose Agar (PDA) حاوي محيط كشت)slants(شيبدار

 .شدند ها ماهانه تهيه   نگهداري شد و زيرکشتºC ۴دماي 

  :محيطهاي کشت توليد و شرايط رشد

  : بود)۱۵(محيط کشت حاوی يک منبع کربنی و محيط مايع

 :(g/l)لول نمکي زير بودمحيط مايع متشکل از مح

,0.5. MgSO4.7H2O ,0.01; FeSO4 ; ,1 KH2PO4 ; ,3 NaNO3 
از هريک  % (w/v) 0.5بعنوان منبع کربنی، درآزمايشهای مقدماتي که بوسيله روش تک عاملي انجام شد،  .۱

 : از مواد زير استفاده شد

که (آرد گندم )،ح)حلي بدست آمده بودکه از توليدکنندگان م(آرد نشاسته ذرت ) ز:منابع کربنی برای آميلاز

  )..Sigma Co(مالتوز)و ط) از توليدکنندگان محلي بدست آمده بود

تفاله ) و ل) NOVOهر دو از شركت (پكتين مركبات ) پكتين سيب، س)  ی:)۱۸(منابع کربنی برای پکتيناز

  )از كارخانه چغندرقند شاهزند اراك( چغندرقند خشك شده 

 ايـن روش، كـه يكـي از انـواع مرسـوم طراحـي               )۱۹(.ازي بوسيله روش تاگوچي انجام شد     مرحله دوم بهينه س    .۲

، قبلا به منظـور مـشابه بكـار    )۲۰( استFractional Factorial) (آماري آزمايشها به طريق فاكتوريل جزيي 

ميـزان  :  عامل ۶  در اين طراحي،   )۱۷،۱۹،۱۱(با توجه به نتايج مرحله اول ونتايج ساير مقالات        .)۱۷(گرفته شده است    

 (w/v)، درصـد منبـع نيتـروژن        (w/v)، درصـد منبـع كـربن        CaCl2 (w/v)همزن، نوع منبع كربن، درصـد       

(CSP)   و pH             عامل اول در   ). ۱جدول  ( اوليه محيط كشت به منظور بهينه سازي شرايط توليد انتخاب گرديد

، ۳ طبـق جـدول   )L-18 Orthogonal array ( گانه۱۸دو سطح و بقيه در سه سطح مختلف در تيمارهاي 

 . گرماگذاري شدندºC ۳۰هر يك در سه تكرار تهيه و پس از تلقيح برروي شيكر انكوباتور در 

 تهيه سوسپانسيون كنيديوسپوری و شمارش بالام نئوبار

 را به w/v)  (® Tween 80(در هزار١جهت تهيه سوسپانسيون كنيديوسپوری آب استريل داراي مقدار

 تا كرديموی كنيديوسپور اضافه نموده سپس با كمك پيپت پاستور استريل به خوبی مخلوط لوله هاي کشت حا

براي شمارش كنيديوسپور ها و دست يافتن به پيش کشتی مناسب برای استفاده در محيط . كنيديوسپور ها جدا شوند

محلول .  ميسليوم ها جدا شوند تاكرديم، رد داشتتوليد، سوسپانسيون را از چند لايه پشم شيشه كه درون قيفي قرار 

تمام مراحل . صاف شده به خوبي ورتكس شد و با پيپت مقدار بسيار جزئي از آن بين لام ولامل نئوبار قرار داده شد

 . در شرايط استريل انجام گرديد

عداد  و تند خانه اي لام، شمرده شد١٦بررسی شد که كنيديوسپور ها در يك مربع × ٢٥لام نئوبار با عدسی شيئ 

عدد حاصل تعداد كنيديوسپور ها را در يك ميلي ليتر سوسپانسيون نشان .  ضرب گرديد٢٥٠٠٠٠بدست آمده، در 

 . می توان با داشتن آن مقدار مناسبي از كنيديوسپور را وارد محيط پيش كشت نموددهد و مي

 پيش كشت
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 ميلي ليتر آب مقطر ٢٥دن ، پس از افزوPDA روزة اسلنت ٤بعد از شستن كنيديوسپورها از سطح كشت 

 ميلي ليتري كه ٢٥٠ ميلي ليتر از سوسپانسيون كنيديوسپوري به فلاسك ارلن ماير ٥/٣ مقدار ٨٠توئين % ١/٠واجد 

 .بود، اضافه شد)  بدون آگارPDAمحيط  (PDB ميلي ليتر محيط مايع ٥٠داراي 

 شدند كه در پايان) انکوبه( يدهخوابانrev.min-1 150 ساعت در دور ٤٨ براي  °30Cفلاسكها در دماي 

 .پلت هاي برف آبي بدست آمد

 ١٠٠٠cc و آب مقطر ٢٠gr، گلوکز ٣٠٠grسيب زميني :PDBتركيبات 

 محيط توليد

 از v/v)7%( ميلي ليتري تهيه وبا ٢٥٠فلاسك های ارلن ماير  در ميلي ليتر٥٠به حجم  کشت های توليدی

  پيش از استخراج محلول rev.min-1 150 ساعت در دور ٩٦ براي  °30Cپيش کشت تلقيح شدند و در دماي 

 .شدند) انکوبه( خوابانيده آنزيمی،

 استخراج محلول آنزيمی 

 به نمونه های کشت و قرار mM ۵۰ ،(pH 4.8 ( ميلي ليتر بافر استات۱۰۰محلول آنزيمی با اضافه کردن 

عصاره بکمک .  استخراج گرديدC º۳۰دماي  ساعت در ۱ به مدت rev.min-1 ۱۵۰دادن آن بر روي شيکر در دور 

 g در وذرات معلق توسط سانتريف. از زي توده و زوايد محيط کشت جداسازي شد) شماره يك(کاغذ صافي واتمن 

 دقيقه رسوب دهی شد و بخش رو شناور حاصل براي تعيين فعاليت آنزيم مورد استفاده قرار ۱۵ به مدت ۶۰۰۰ ×

  .گرفت

 سنجش فعاليت آنزيمها

  سنجش فعاليت پكتينوليتيکی

  mlدر لوله های آزمايش ابتدا. مورد سنجش قرار گرفت)٢١( Pretelفعاليت اين آنزيم با استفاده از روش 

 دقيقه در آبجوش به منظور غيرفعال شدن آنزيم ١٥در مورد لوله شاهد محلول آنزيمی ( محلول آنزيمي خالص0/5

بعنوان سوبستراي آنزيم در ) sigmaمربوط به پكتين سيب، شركت  %(٥/٠ازمحلول استات پکتين ( جوشانده شد 

  دقيقه در بن ماری شيکردار استفاده شد، بعد از اين زمان لوله ها خنک شدند و به لوله ها١٠براي C°   37دماي

 0/5 ccنرمال و٢محلول سودDNS 0.5cc ز دقيقه قرار گرفتند بعد ا٥ اضافه شد و بلافاصله در آبجوش به مدت

آب مقطر اضافه شد وبعد از ليتر  ميلي ٥اين زمان بلافاصله لوله هادر آب يخ قرار گرفتند سپس به محتوی لوله ها 

 .مورد سنجش قرار گرفت DNS (λ=550)ورتکس هر لوله، فعاليت آنزيمی با روش 

 سنجش فعاليت آميلوليتيکی

ی مراحل مشابه روش سنجش پکتيناز بود بجز  تمام)٢٢( ، Bernfeldفعاليت اين آنزيم با استفاده از روش   

 دقيقه در بن ٥راي ب C° 40در بافراستات بعنوان سوبسترا در ) Merckشركت (نشاسته محلول % ١اينکه از محلول

) مايع رويي(سوپرناتانت . مورد سنجش قرار گرفت λ=540) DNS(آنزيم با روش . ماری شيکردار استفاده شد

سانتريفو براي بررسي آميلاز بسيار غليظ مي باشد به همين دليل برای سنجش قدرت حاصل از مرحله استخراج و 

قندهاي احيا شده حاصل در  . با بافر استات رقيق شد١٠٠ به ١عصاره آنزيمي به ميزان  آميلوليتيکی محيط کشت،
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21 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

به مقدار فعاليتي  يك واحد فعاليت آنزيمي )٢٣( . مورد سنجش قرار گرفتندDNSآزمايش هاي مذكور به كمك روش 

در مورد آنزيم  .قند احياكننده بر حسب اکی والان را در هر دقيقه توليد نمايدµmol  1اطلاق مي شود كه بتواند

 .آميلاز قند مورد نظر گلوکز و در مورد پکتيناز گالاکتورونيک اسيد است

 طراحی آزمايش و تجزيه و تحليل آماری

بهتـرين  .برای بهينه سازی شرايط کشت مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد           ) ۱۹(تاگوچی و   )۱۷(روشهای تک عاملی               

 نـشان داده   ۱بهينـه سـازی شـش عامـل، کـه در جـدول            . منابع برای هر آنزيم، بکمک روش تک عاملی شناخته شـد          

 .مورد بررسی قرار گرفتند L18شده،توسط روش تاگوچی در طراحی آرايه 

 

 ٣سطح  ٢سطح  ١سطح عامل 

 مزندور ه
 

150 180 
 

- 

نوع منبع 

 )١(كربن

BPF 
 

PBF 
 

FBP 

CaCl2(%) 
 

0.05 0.1 0.2 

 مقدار منبع %

 كربن

2 4 6 

CSP %(٢) 1 2 3 

pH 4 4.5 5 

   عوامل و سطوح انتخاب شده در طراحي به روش تاگوچي-١جدول 

 

BPF(1)آرد نشاسته ذرت؛ %١٥پکتين و % ١٥سبوس گندم، % ٧٠ : شامل مخلوطي ازPBF  شامل مخلوطي

آرد نشاسته ذرت، %٧٠:  شامل مخلوطي ازFBPآرد نشاسته ذرت؛ % ١٥سبوس گندم و % ١٥پکتين، % ٧٠:از

  )٢ (.پکتين بود% ١٥سبوس گندم و %١٥

برای هر يک از آنزيمها انجام شد و بـا توجـه            ANOVAبعد از انجام تيمارها و کسب نتايج،آزمون آماری         

ی بود که بکمک محاسبات آماری پيـشنهاد شـده          اين آزمايش شرايط بهينه ا    . صل شد به اين نتايج،آزمايش تاييدی حا    

 .شرايط توليد متفاوت برای هريک از آنزيمها مورد محاسبه قرار گرفتگروه در نتيجه دو . بود

 ترکيب شرايط بهينه در يک شرايط

وش رياضی از نقاط بهينه با توجه به نتايج کسب شده،يک شرايط توليدی بکمک ميانگين مورد محاسبه به ر

  :ای که قبلاً کسب شده بود،انتخاب شد که در زير آمده است
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 شرايط محيط ترکيبی- ٢جدول

آرد نشاسته 

 ذرت
 دور همزن CSP% CaC12% pH پكتين مركبات سبوس گندم

٢/٤ g/100ml ٩/٠ g/100ml ٩/٠ g/100ml g/100ml١ 
g/100ml 

٤,٢٥ ١٢٥/٠ rev.min-1١٥٠ 

. 

  بحث و جنتاي

  :مرحلة اول بهينه سازي منابع کربني متفاوت در توليد آنزيمها

 تعيين منبع بهينه كربن محيط براي آنزيم آميلاز

در مقايسة بين آرد نشاسته ذرت، آرد گندم و مالتوز بعنوان منبع كربني مناسب براي توليد آنزيم آميلاز                

 بالاترين مقدار توليد ١٥٠ rev.min-1و دور همزن  C°  30ي ساعت و دما٩٦در شرايط يكسان كشت بعد از 

مشخص شده ١بدست آمد كه نتايج در نمودار ٥٧/٤٦٨ U/mlآنزيم آميلاز مربوط به آرد نشاسته ذرت با مقدار 

 .است

 

 
 تأثير منابع مختلف كربن داراي نشاسته بر توليد آميلاز: ١نمودار 

 

 است که برای تعيين منبع کربنی مناسب از بين نشاسته محلول، آرد )٢٤( Fogartyاين يافته مشابه يافته هاي

مناسبترين منبع کربنی را به ترتيب نشاسته محلول و آرد نشاسته ذرت معرفی  گلوکز و لاکتوز، مالتوز، نشاسته ذرت،

آن بعنوان ) دبكفي(توان به تأثير بازخورد منفي  در ارتباط با اثر اندك مالتوز بر توليد آميلاز مي. نموده است

 مالتوز را بعنوان منبع كربني )٢٥(Demain لازم به ذکر است که .سوبستراي اين آنزيم بر توليد آن اشاره نمود

مهاركنندة آنزيم معرفی کرده است وليكن آرد نشاسته ذرت قدرت القاي اين آنزيم را به خوبي نشان داده است و 

چرا كه آرد نشاسته ذرت واجد جايگاه اتصال اختصاصي براي اين آنزيم گردد،  راحتتر توسط آنزيم به قند تجزيه مي

باشد و در ارتباط با اثر كمتر آرد گندم به نظر می رسدكه اين منبع کربنی قادر نمي باشد بعنوان سوبستراي  مي
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23 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

 در )٣(دي و مرا)٢٦( Fogarty. اختصاصي آميلاز ،همچون آرد نشاسته ذرت موجب القاي توليد آنزيم آميلاز گردد

ساكاريدها  مورد اثر بيشتر نشاسته نسبت به مالتوز معتقد هستندكه منوساكاريدها به اندازة دي ساكاريدها و دي

 .باعث توليد آلفا آميلاز نمي شوند) نشاسته(به اندازة پلي ساكاريدها ) مالتوز(

 تعيين منبع بهينه كربن محيط براي آنزيم پكتيناز

تفالة چغندر قند، پكتين مركبات و پكتين سيب بعنوان منبع كربني مناسب براي توليد آنزيم در مقايسه بين           

بدست آمد  ٢٠٨/٠ U/mlبهترين فعاليت پكتيناز مربوط به پكتين مركبات با مقدار  پكتيناز در شرايط يكسان كشت،

 .نشان داده شده است٢كه نتايج در نمودار

 
  داراي پکتين بر توليدپکتينازتأثير منابع مختلف كربن: ٢نمودار 

 

توان به مشابهت اين يافته با  در ارتباط با افزايش ميزان توليد آنزيم پكتيناز در حضور پكتين مركبات مي

 endo – PG اشاره كرد، وي به وضوح به تأثير مثبت پكتين مركبات بر افزايش توليد آنزيم )١٨( Malvessiيافته 

 )١(همچنين بلالي. ارچ آسپرژيلوس اوريزه در شرايط كشت غوطه ور اشاره نموده استدر ق)اندوپلي گا لاكتوروناز(

) پلي گالاكتوروناز(نيز توانست از پكتين مركبات بعنوان تنها منبع كربن براي القاي ترشح آنزيم خارج سلولي پكتيناز 

 .داستفاده نماي )A. oryzaeخويشاوند نزديك  (A.flavus , A. nigerبراي قارچهاي 

Yamane) ( توانست با استفاده از پوست و ضايعات پرتقال )١٥orange peel ( به توليد بالائي از پکتيناز براي

A.oryzae  دست يابد) غوطه ور(در محيط نيمه جامد. 

توان به درصد تركيبات  در ارتباط با تأثير بيشتر پكتين مركبات بر توليد پكتيناز نسبت به چغندر قند مي

 اشاره نمود كه طی آن ميزان بيشتر )٢٧( Nigamپكتيني بالاتر موجود در پكتين مركبات نسبت به تفاله چغندر قند 

 .پكتين باعث القاء زيادتر آنزيم پكتيناز گشته است

 ی طراحي شده توسط روش تاگوچيآزمايشها

تا اين مرحله بکمک روش تك عاملي تاثير منبع کربنی مورد بررسی قرار گرفت تا نوع منبع کربنی  

اين آنزيمها نياز به بررسی عوامل مختلفی توليد مناسب در محيط کشت مشخص شود اما برای بهينه سازی همزمان 
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در روش چند عاملي چند فاكتور .انتخاب روش آماری مناسبی بوددر اين مورد نياز به .آنهم بطور همزمان بود

 همه حالتهاي ممكن در نظر گرفته full factorialشود و در روش  شوند و نتيجه بررسي مي همزمان تغيير داده مي

ولي در روش تاگوچي با . شود و جواب بدست آمده قابل اطمينان است ولي تعداد آزمايشها بسيار زياد است مي

، علاوه بر اين دقت تا حد  است كاهش يافته،ارگيري فنوني، تعداد آزمايشهاي لازم براي بهينه سازي يك كيفيتبك

 . بنابراين در ادامه تحقيق از روش تاگوچی استفاده شد.زيادي افزايش يافته است

كردن به ترتيب در )ه انكوب( ساعت خوابانيده ٩٦ محيط تاگوچي پس از ١٨نتايج توليد هردوآنزيم در             

بعد از تحليل نتايج توسط . مشخص شده است٣در جدولL-١٨شرايط كشت براساس سطوح .  آمده است٤نمودار

آرد نشاسته % ٧٠پکتيناز با استفاده از  نرم افزار مشخص شد كه بيشترين ميزان محصول بدست آمده براي آميلاز،

 .حاصل شده است) سوبسترا(ه پكتين بعنوان گوهرماي% ١٥سبوس گندم و % ١٥ذرت، 

 آنها گانه عوامل و سطوح ١٨تيمارهای -٣جدول

 

pH CSP % Carbon % CaCl2 % Carbon source Agitation تيمارها 

1 1 1 1 1 1 ١ 

2 2 2 2 1 1 ٢ 

3 3 3 3 1 1 ٣ 

2 2 1 1 2 1 ٤ 

3 3 2 2 2 1 ٥ 

1 1 3 3 2 1 ٦ 

3 1 2 1 3 1 ٧ 

1 2 3 2 3 1 ٨ 

2 3 1 3 3 1 ٩ 

2 3 3 1 1 2 ١٠ 

3 1 1 2 1 2 ١١ 

1 2 2 3 1 2 ١٢ 

1 3 2 1 2 2 ١٣ 

2 1 3 2 2 2 ١٤ 

3 2 1 3 2 2 ١٥ 

3 2 3 1 3 2 ١٦ 

1 3 1 2 3 2 ١٧ 

2 1 2 3 3 2 ١٨ 
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25 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

 

 
 

  محيط طراحي شده به روش تاگوچي١٨توليد آنزيم های پکتيناز آميلازدر -٤نمودار

مهمترين عامل ايجاد تفاوت در نتايج حاصل، )داده ها نشان داده نشده (ANOVA هايطبق جدول            

اثرات اصلی فاكتورهاي مختلف را نشان مي دهد، ميزان شدت همزن ) ٥(نمودار .منبع كربني بوده است

منبع كربني محيط توليد براي همة آنزيمها مشابه  بودند در حاليكه ) w/v 6%(و مقادير  ١٥٠ rev.min-1.در

  .طوح ساير عوامل براي اين آنزيمها متفاوت بودس

 
 ).چپ بالا(،پکتيناز)راست بالا(در بهينه سازی آميلاز)ميانگين اثرات(نمودارهای چندگانه تاثيرات اصلی-٥نمودار 

 

 Lee هرچند که در مورد قارچ مورد پژوهش گزارشی برای روش تاگوچی کسب نشده اما در اين راستا،
از روش تاگوچی برای بهينه سازی محيط  Rhodococcus equiکلسترول اکسيداز توسط باکتریبرای توليد  )٢٨(

، برای توليد آنزيم گزيلاناز )١٧( Azin.  برابر افزايش داد٤کشت استفاده نمود و توليد خود را تا 

ده نيز از روش تاگوچی به منظور بهينه سازی محيط کشت استفا Trichoderma  longibrachiatumتوسط

 برابر افزايش يافت در پژوهش حاضر نيز بکمک روش تاگوچی، توليدآميلاز،پکتيناز ٢نمود و توليد آنزيم تا حدود 

در واقع در روش تاگوچی با در نظر گرفتن تاثيرات مختلف .افزايش يافت% ٤٤/١٩٥،%٢/١٩٦به ترتيب به ميزان 

ا کسب اين هد با روش های ديگر بدليل کثرت آزمايش که شاييمعوامل و شرايط مختلف به محيط بهينه ای دست يافت

 .نتيجه مقدور نبود

 

 

 پكتيناز آميلاز
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 verificationبررسی ميزان توليدآنزيمها درشرايط اُپتيمم تأييدي 

 ٤بعد از انجام تيمارها، شرايط بهينه براي توليد و نتايج مورد پيش بيني براي هر آنزيم، كه در جدول              

 در شرايط مذكور، نتايج حاصله بسيار به موارد پيش آزمايشهاطي اجراي . حاسبه قرار گرفتنشان داده شده، مورد م

 .بيني شده نزديك بودند
 شامل (BPF  شرايط بهينه پيشنهادي بدست آمده توسط محاسبات آماری و ميزان آنزيم مورد انتظار در شرايط ياد شده-٤جدول 

آرد % ١٥سبوس گندم و % ١٥پکتين، % ٧٠: شامل مخلوطي ازPBFآرد نشاسته ذرت؛ %١٥پکتين و % ١٥سبوس گندم، % ٧٠ :مخلوطي از

 ).پکتين است% ١٥سبوس گندم و %١٥آرد نشاسته ذرت، %٧٠:  شامل مخلوطي ازFBPنشاسته ذرت؛ 

 پكتيناز آميلاز آنزيم

 150 150 دور همزن

 FBP FBP منبع كربن

CaCl2% (w/v) 0.05 0.2 
 6 6 (w/v)درصد كربن 

% CSP (w/v) 1 1 
pH 4 4.5 

 U/ml 923.39 2.19مقدار آنزيم مورد انتظار 

 و مقايسه آن با ميانگين بدست آمده در verification نتايج كسب شده بعد از آزمايشها تائيدي ٥جدول 

 )L-18طبق آرايه(آزمايشهای هيجده گانه 

 

 ه د ج ب الف

ميانگين نتايج کسب  آنزيمها

 ١٨شده بعد از 

 ) U/ml(رتيما

نتايج کسب شده بعد 

از انجام آزمايشهای 

 )U/ml(تائيدی

نسبت افزايش 

 (%)ب/مقاديرج

 

نسبت ستون ج به 

 (%)شرايط مورد انتظار

 93.29 190.53 861.43 452.11 آميلاز

 83.1 222.5 1.82 0.8 پکتيناز

 

 بررسی شرايط ترکيبی

 واحد مناسبی بـرای توليـد همزمـان آمـيلاز و            همانطور که اشاره شد ،هدف نهائی اين تحقيق کسب شرايط         

  : به همين دليل،ميانگين همه سطوح عوامل به صورت زير محاسبه شد.بوده است پکتيناز

 توليد شدند ،دور همزن هم در شرايط ترکيبی rev.min-1 150از آنجا که هر دو آنزيم در دور همزن :دور همزن

 .تنظيم شدrev.min-1  150بر روی 

تکان دادن   وهمکاران معتقدند  )Fogarty) ۲۴ بود، rpm ١٨٠بالاتر از  ١٥٠rpmردو آنزيم در دور   توليدات ه 

 ، رشد سلولی بـه تعويـق مـی افتـد          ،زياد محيط پس از کشت نيز موجب شکسته شدن ميسليومهای قارچی می گردد            
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27 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

 قادر به جوانه زدن نمـی   و همچنين بعضی از اسپورها در اين حالتشود ميحفظ شرايط استريل نيز با مشکل مواجه     

برای بهينه سازی توليد آميلاز استفاده نموده است،برای         ١٥٠ rpm  نيز از دور همزن    )٢( بطور مشابه حق وردی    .باشند

 را در مورد آنزيم های سـلولوليتيک،گزيلاناز،آميلاز        ۱۰۰(rpm) دور پائين تر همزن    )١٥( Yamane بهينه سازی حتی  

 .هاد کرده استپيشن A.oryzae و پکتيناز در

 %١٥آرد نـشاسته ذرت،     %٧٠:  شـامل مخلـوطي از     FBP هر دو آنزيم در محيط       بهينه توليد   از آنجا که   :منبع کربن 

آمـيلاز و    :يعنـی  آنـزيم،  دو .شرايط جديد نيز مشابه مقادير قبل فراهم شـد         ،پکتين مرکبات بود    % ١٥سبوس گندم و    

 .بهترين توليد را داشتندپکتيناز 

 منبع کربن بهترين توليد را داشتند،)w/v(٦(%) از آنجا که هر دو آنزيم در محيط حاوی : (w/v)(%)کربن 

 .شرايط جديد نيز مشابه مقادير منبع کربنی قبل فراهم شد

CSP(%)(w/v) , CaCl2(%)(w/v( وpH: 

: CaCl2(%)(w/v( ميانگين مقاديرCaCl2(%)(w/v( در زير محاسبه شده است٤طبق جدول،: 

 

 
 

CSP(%)(W/V:( ١(%)  از آنجا که هر دو آنزيم در محيط حاوی CSP (w/v) بهترين توليد را داشتند 

 .،شرايط جديد نيز مشابه مقادير قبل فراهم شد

pH: pH تنظيم شد٤,٢٥بهينه در شرايط ترکيبی بر روی  :                         

 ; CSP, %1پکتين مرکبات؛% ١٥بوس گندم و س%١٥آرد نشاسته ذرت، %٧٠) g/100ml(در نتيجه، محيطي حاوي 

CaC12 , % 0.125 ؛pH 4.25 ١٥٠ فراهم شد و بعد از تلقيح در شيكر انكوباتور درrev.min-1 ٩٦، براي 

 انكوبه شد سپس مخلوط آنزيمي عصاره گيري شدواز نظر توليد آنزيمها مورد سنجش قرار  °30Cساعت در 

 .گرفت

 ط تركيبينتايج كسب شده در شراي: ٦جدول 

 

بالاترين ميزان توليد آنزيمها  آنزيمها

 ) U/ml(در شرايط ترکيبی

افزايش مقادير محيط 

ترکيبی نسبت به 

 (%) تيمار١٨ميانگين

افزايش مقادير محيط 

ترکيبی به شرايط مورد 

 (%)انتظار

 96.07 196.22 887.143 آميلاز

 80.3 220 1.76 پکتيناز
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ه در شرايط تركيبي ميزان توليد دقيقاً همچون شرايط بهينه براي هر آنزيم اين نتايج نشان مي دهد كه اگرچ

در واقع در ابتدا برای توليد هر آنزيم به .  بودL18نبوده، اما بيشتر از ميانگين توليد هر يك از آنزيمها در تيمار 

اط قبلي بوده، يك نقطه تنهائی شرايط بهينه ای فرض شد، سپس با ايجاد يك نقطه تركيبي، كه ميانگين رياضي نق

نتايج نشان داد كه بهترين . ي توليد شونديبهينه جديد را مي توان انتخاب كرد كه در آن، همه آنزيمها در مقادير بالا

 . شرايط توليد هردو آنزيم در يك محيط واحد در شرايط اشاره شده در شرايط تركيبي، كسب شد

 CaCl2%و%CSP اثر منبع کربن،

آرد نشاسته %٧٠) g/100ml(بع کربن،کشت در حالت تک عاملی و تائيدی محيطي حاوي در رابطه با من

؛ بعنوان محيطی با pH 4.25؛ CSP, %1 ; CaC12 , % 0.125پکتين مرکبات ؛% ١٥سبوس گندم و %١٥ذرت، 

ره نمود در خصوص بالاتربودن ميزان آرد نشاسته ذرت می توان به اين نکته اشا. بالاترين ميزان توليد مشخص شد

که بيان ژن آميلاز که بکمک سوبسترای اختصاصی خود يعنی آرد نشاسته ذرت القا و تحريک شده است احتمالاً 

 اشاره نمود )٢٩ (Kitamotoموجب بيان ساير آنزيمها نيز گشته است در ارتباط با اين مساله می توان به يافته های 

 آميلاز درA سلولوليتيک را تحت تنظيم پروموتور ژن مربوط به آنزيم celB و celA که بيان بيشتر دو ژن
A.oryzaeنشان داده است . 

،بطور کلی می توان گفت اضافه نمودن مقدار ناچيزی نيتروژن برای )پودر خيسانده ذرت%(CSPدر رابطه با 

ين منابع انجام شد مشخص گرديد از ب ،)٣٠( Dhillonدر تحقيقاتی که توسط .رشد و توليد محصول قارچ موثر است

بهترين منبع نيتروژنی برای %١نيتروژنی پپتون، پودر خيسانده ذرت و عصاره مخمر ، پودر خيسانده ذرت با غلظت 

توليد گزيلاناز است و از طرفی استفاده از اين منبع نيتروژنی از نظر اقتصادی کم هزينه و مقرون به صرفه تر 

در قارچ  xylanaseو Fpaseبرای توليد بهينه  % ١با غلظت  CSPدر تحقيقات خود با استفاده از ) ٤(مروج.است

 در محيط کشت بهينه بعنوان منبع نيتروژن CSP% ١در پژوهش حاضر از .تريکودرما به توليد بهينه رسيده است

  در رابطه با مقدار کلريد کلسيم در اين تحقيق از.استفاده شد که مقدار آن به نتايج قبلی نزديک است

CaC12%  = 0. 125؛در شرايط بهينه استفاده شد.Fogarty )وهمکاران به منظور بهينه سازی توليد بتا )٣١ 

 استفاده CaC12=1.4gr/litاز  A.fumigatusگلوکوزيداز اشاره به لزوم استفاده از اين ترکيب در محيط کشت 

در % ٠٥/٠بردن اين ترکيب به ميزانبا بکار ) ٣(تاثير مثبت ترکيبات کلسيمی در توليد آنزيم آميلاز توسط مرادی .نمود

،برای اتصال سوبسترا به CaCl2در ترکيب Ca+2توليد پکتيناز مشخص شده،اين محققين به نقش مستقيم 

 .جايگاههای اختصاصی اتصال در آنزيم به وضوح اشاره نموده اند

 pHتاثير

 pHاغلب آنزيمها در يک  محيط بر روی فعاليت آنزيمها از اهميت زيادی برخوردار است چراکه pHتاثير

بالاتر و پائين تر از آن فعاليت کمتری از خود نشان می دهند يا  pHمشخص دارای فعاليت حداکثر می باشند و در 

  بوده است،گزارشهای مشابهی در همين ٢٥/٤ بهينه در شرايط ترکيبیpHدر اين تحقيق . غير فعال می گردند

بيان نموده حال آنکه ٥/٤در تريکودرما رامعادل CMCase برای توليدبهينه  pH )٤(مروج.وجود دارد pH محدوده
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29 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

Yamane(15)  ميزان pH ،و ٥پکتيناز و گزيلاناز را در محيط کشت جامد  مناسب برای توليد سه آنزيم سلولوليتيک 

و بهترين شرايط برای توليد  )١٨( Malvessi  پيشنهاد نموده است بطور جالب توجه٦در محيط کشت غوطه ور 

 برای pH 4.3 رادر endo-PG و برای اندوپلی گالاکتوروناز pH ٤,٥را در ex-PG عملکرد اگزوپلی گالاکتوروناز

A.oryzae در نظر گرفته است. 
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