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 چکیده
سـپرژیلوس اوریـزه   قارچ آ.با توجه به نیاز روز افزون به آنزیم ها،پژوهش در مورد تولید مقرونبه صرفه آنهاضروری است

های خارج سـلولی تولیـد    باشد که از میان آنزیم ها می ی اوراشیال ها وراسته کومیستای ناقص ازرده آس های رشته یکی از قارچ

در ایــن پــژوهش ازقــارچ آســپرژیلوس اوریــزه )برخورداراســت ای شــده توســط ایــن قــارچ ،آنــزیم پکتینــاز از اهمیــت ویــژه

Aspergillus Oryzae PTCC 5164 بررسی شرایط بهینه تولیـد بـاروش آمـاری تـاگوچی و تعیـین      . (استفاده شده است

بیشترین میزان تولید آنزیم پکتینـاز بـا اسـتفاده از پکتـین مرکبـات و آرد نشاسـته ذرت       . انجام شدDNSفعالیت آنزیم با روش 

همـراه  بـه  511و 512شتو تـوئین هـای   دو نسبت غلظت مضاعف و معمولی برای محیط ک. بعنوان ماده اولیه سوبسترا حاصل شد

،که بالاترین میـزان پکتینـاز بدسـت آمـده مربـوط بـه       .بررسی اثر زمان بر استخراج آنزیم در روش انجام آزمایش طراحی شدند

نتایج نشان داد جهت بهینه سازی و افزایش تولید آنزیم ،استفاده از روش آمـاری  . بوده است  511و512غلظت مضاعف با توئین 

های میکروبی و بیوتکنولوژی بسیار مناسب است ،زیرا دسترسی بـه نتیجـه مطلـوب بـا      تلفیق شرایط متفاوت تولید در پروسهبا 

 .پذیر است  های کمتر امکان تعداد آزمایش

 سازی ،آسپرژیلوس اوریزه پکتیناز ،بهینه: های کلیدیواژه

 مقدمه
ها و نیـز   انواع مختلفی از میکروارگانیسم باشد که توسط صنعت می های کاربردی در ترین آنزیم آنزیم پکتیناز یکی از مهم

اینکـه  بـا توجـه بـه    .شـود  سازیو نساجی استفاده مـی  از این آنزیم در صنایع مختلفی همچون صنعت آبمیوه.شود گیاهان سنتز می

در حـد بسـیار بـالا مطـرح     ....و دارویی،غذایی،نساجی،مواد شـیمیایی  -ها در صنایع شیمیایی امروزه تعداد قابل توجهی از آنزیم

جـنس  )هـا   های تولید کننده آنـزیم پکتینـاز قـارچ    از جمله میکروارگانیسم.بهینه آنهااز موارد قابل نوجه است  باشد،لذا تولید می

نیـز بـرای   ها،آگاریکوس کامپتریس،کانترلوس سیباروس سیلیوم ها همچون تریکوتردما،پنی ربرد سایر قارچکا.هستند(آسپرژیلوس 

 . (Belali,  et al., 2007)باشد نزیم مورد توجه میآسازی تولید  بهینه

درپژوهش حاضر تاثیر سوبستراهای مختلف با دسترسی آسان ،همچون آرد نشاسته ذرت و سـبوس گنـدم بعنـوان منبـع     

ید آنـزیم پکتینـاز مـورد    کربنی، و سایر شرایط مثل استریلیزاسیون و زمان برای انتخاب سطوح بهینه عوامل مورد استفاده در تول

بر محیط رشد  Meneghel et al.t(2014)ازریابی تولید آنزیم پکتیناز از قارچ آسپرژیلوس اوریزه توسط.بررسی قرار گرفت 

برای بیان آزاد پکتین از قارچ آسپرژیلوس اوریزه از طریق بررسی سه متغیر دمـا، غلظـت    Chen and Yang (2014)مایع و 

 .،انجام شد  NONO3و 
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قابل ذکراست که تاکنون در رابطه با اثر زمان و میزان توئین بکار رفته در این پژوهش ،تحقیقـی صـورت نپذیرفتـه و در    

 .گیرد ها برای اولین بار مور تحقیق و گزارش قرار می این پژوهش این عوامل مهم اثر گذار بر جداسازی آنزیم

 ها مواد و روش

 میکروارگانیسم
. استفاده شده که از انستیتو پاسـتور ایـران تهیـه شـد     Aspergillus Oryzae PTCC 5164رچ در این پژوهش از قا

و نگهـداری در دمـای   (روز 1بـه مـدت   ) Potato Dextrose Agar(PDA)تهیه کشت ذخیره با اسـتفاده از محـیط کشـت    

4°cشد  های تازه ،این عمل بصورت ماهیانه تکرار می  جهت استفاده اززیر کشت. انجام پذیرفت . 

 کشت اولیه وشرایط تولید 
درصد تهیه شد  0.5w/vو به میزان Sigmaهردواز شرکت )در این مرحله از منایع کربنی پکتین سیب و پکتین مرکبات 

 (g/l)و هم چنین از محلول نمکی شامل ترکیبات نیترات سدیم،منیزین سولفات ،سولفات آهن و پتاسیم دی هیدروژن فسـفات 

     NONO3, 3;KH2PO4,1;FeSO4 ,0.01;MgSO4 .7H2O ,0.5.استفاده شده است 

 تهیه سوسپانسیون کندیوسپوری و استفاده از لام نئوبار جهت شمارش کندیوسپورها
هـای   را بـه لولـه   25درصـد تـوئین   511و 512در شرایط استریل و با کمک پیپت پاستور استریل ،آب استریل دارای مقدار 

ها سوسپانسیون را از چند لایه پشـم   برای جداسازی میسلیوم. ده تا کنیدیوسپورها جدا شوندکشت حاوی کنیدیوسپوراضافه نمو

پس از آن مایع رویی حاصل را بخوبی ورتکس کـرده و مقـدار بسـیار    . ،رد کنیم شیشه که درون قیف استریل قرار داده شده اند

شـوندو تـداد بدسـت    ای شمرده می خانه 11ها در یک مربع شودو کنیدیوسپور جزئی از آن را بین لام ولامل نئوبار قرار داده می

 . آید  بدست می ها بدین ترتیب مقادیر کنیدیوسپوردر تمامی نمونه. شود ضرب می 205555آمده را در

 های برف آبی  تهیه پلیت
ه نیـز اسـتفاد  PDBدر این مرحله جهت بررسی تاثیر غلظت بر میزان انزیم اسـتخراج شـده از غلظـت مضـاعف محـیط      

هـای ارلـن مـایر     میلی لیتر از سوسپانسیون کنیدیوسپوری به فلاسـک  910پس از انجام مراحل شرحداده شده ،مقدار . است شده

  c°30بود، اضافه شد وانکوباسیون آنهادر دمای (بدون آگار  PDA) PDBمیلی لیتر محیط مایع  05میلی لیتری که حاوی 205

ترکیبـات محـیط کشـت سـیب      (.هـای بـرف آبـی بـرای مراحـل بعـد آمـاده شـد         ساعت انجام شدو نهایتـا پلیـت   13به مدت 

 1000cc)  وآب مقطر gr25،گلوکزgr955سیب زمینی: (PDB)زمینیدکستروز براث 

 های تولید و مرحله آخر کشت میکروبی  محیط
7 v/v℅   05 بـا میـزان   میلـی لیتـری   205هـای ارلـن مـایر     هـای تولیدی،تهیـه شـده در فلاسـک     پیش کشت بـا کشـت 

100rev.minدور.)ساعت انکوبه شدند  31به مدت   c°30لیتر،تلقیح شدند و در دمای  میلی
هـای کشـت جهـت     و محیط(  1-

 .استخراج محلول آنزیمی آماده شدند 

 استخراج محلول آنزیمی
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هـای کشـت و     میلی لیتر از آن به نمونه 155و افزودن میزان ( PH=4.8و  Mm05)این مرحله با استفاده از بافر استات 

rev.minدور )قرار دادن بر روی شیکر
پس ازیک ساعت شیک شـدن محلـول ،جداسـازی    . انجام شد c°30در دمای ( 105 1-

 . صورت پذیرفت (شماره یک )عصاره اززی توده و زواید محیط کشت با کمک کاغذ صافی واتمن 

دقیقه رسوب دهـی شـد و مـایع رویـی     10به مدت g 1555برای جداسازی رسوب از مایع رویی،ذرات معلق توسط سانتریوفوژ

 .بار مورد استفاده قرار کرفت دقیقه یک 2های زمانی  جهت سنجش فعالیت آنزیمی درفاصله

 سنجش فعالیت پکتینولیتیکی
میلـی لیترمحلـول آنزیمـی خـالص و محلـول سوبسـترای آنـزیم کـه محلـول اسـتات پکتـین            510هـای آزمـایش   به لولـه 

برای لوله شـاهد نیـز لازم اسـت    .دقیقه در بن ماری شیکردار قرار داده شد15به مدت c°37باشد،اضافه شدو دردمای  می510

کـار گرفتـه    دمای بالا به منظور غیر فعـال شـدن آنـزیم بـه    . )دقیقه در آب جوش،حرارت داده شود  10محلول آنزیمی به مدت 

 . (میشود 

 0بلافاصله در آب جـوش بـه مـدت    . اضافه شد 0.5ccDNSنرمال و  2ود محلول س 0.5ccها پس از خنک شدن لوله

میلـی لیتـر آب    0در قسمت آخر ایـن مرحلـه   .شدند  ها در آب یخ قرار داده دقیقه قرار داده شدند سپس بدون اتلاف وقت لوله

با طـول   DNSاز روش  برای سنجش فعالیت آنزیمی. ها افزوده شد و ورتکس بادور بالا صورت گرفت ه محتوای لولهمقطر ب

 .شود  استفاده می 005موج 

 

 استفاده از روش تاگوچی
اثر عوامل غلظت  محیط کشت ومیزان توئین و اثر استریلیزاسیون بر عملکرد آن  و نیز فاکتور زمـان در اسـتخراج بهینـه    

معمولی و هم با غلظت مضاعف و نیز ها هم با غلظت  بطوریکه نمونه. ها مورد بررسی قرار گرفت آنزیم پکتیناز در تمامی نمونه

دقیقه اول اسـتخراج مـورد بررسـی     3در (استریل شده و استریل نشده ) 511،( استریل شده و استریل نشده)512نوع توئین  1با 

سـازی پارامترهـای    روش تاگوچی براساس آرایه متعامد است با وجود کاهش زیاد در واریانس ، آزمایشی بـا بهینـه  .قرار گرفتند

 . کند ترلی برای بدست آوردن بهترین نتایج طراحی میکن

 

 نتایج و بحث 
 =ODبیشترین فعالیت آنزیمی پکتیناز مربوط به پکتین مرکبات بـا مقـدار   (پکتین سیب و مرکبات )در بین منابع کربنی 

آنـزیم   در بررسـی اثـر میـزان غلظـت محـیط کشـت برجداسـازی ایـن        . حاصل شد )(λ=005)با بررسی جذب نوری (0.398

 . نسبت به غلظت معمولی دارای مقدار بیشتری آنزیم جداسازی شده، بودند  های تهیه شده با غلظت مضاعف ،نمونه

اثر قابـل  (511 -512)در ارتباط با تاثیر درصدهای توئین بکاررفته و نیز استریل بودن یا نبودن آن ، مشخص گردید درصد توئین 

 هم چنین استریل شدن توئین هیچ تاثیری برنقش آن در تلخیص آنزیم ندارد. ندارد توجهی در میزان جداسازی آنزیم فوق 
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دقیقه این مهم را مشخص کرد که مقدار آنزیم بدست آمده در ایـن فواصـل زمـانی     2های  میزان آنزیم استخراج شده در فاصله 

 (به شرط ثابت بودن دمای محیط.)تفاوت چندانی باهم ندارند

و  A.nigerهـای   بـرای قـارچ  (پلی گالاکتوروناز)وان تنها منبع کربن جهت القای ترشح آنزیم خارج سلولی عن پکتین مرکبات به

A.flavus ( خویشاوند نزدیک( A.oryzae مورد استفاده قرار گرفت( 2551)توسط بلالی  و همکاران . 

 Meneghel etی هیافتــ(ســیب و مرکبــات )در خصــوص افــزایش میــزان تولیــد آنــزیم پکتینــاز در حضــور پکتــین 

al.,(2014)اوریـزه در  گالاکتوروناز توسط قـارچ آسـپرژیلوس    مبنی بر اثر مثبت پکتین مرکبات بر افزایش تولید آنزیم اندوپلی

 Yamane etتولید بالایی از آنـزیم پکتینـاز توسـط    (ور غوطه)چنین  در محیط نیمه جامد هم .شد  با ور می شرایط کشت غوطه

al.,(2011)صورت گرفت . 

 

 بر حسب زمانشده با جذب نوری بالا  های آماده مقایسه متغیرها بین نمونه
  دقیقه اول2 دقیقه دوم2 دقیقه سوم2 دقیقه چهارم2

 ، مرکبات 642مضاعف، 64398 64،90 64290 64،08

 ، مرکبات 640مضاعف، 64200 64306 ،،643 64398

 ، سیب 642مضاعف، 64409 64002 64063 64200

 ،سیب 642مضاعف، 643،4 640،9 64093  64083

 
 

 محیط کشت معمولی و مضاعفشده با  های آماده مقایسه متغیرها بین نمونه

  642توئین  640توئین 

  مضاعف  معمولی  مضاعف  معمولی 

 پکتین مرکبات  64290 64،82 64398 64،00

 پکتین سیب  64200 64409 64080 643،0

 

 . دارند(درصد 640-642)هایی که اختلاف در میزان توئین  مقایسه متغیرها بین نمونه

   مضاعف معمولی 

 642توئین  64290 64،82
 پکتین مرکبات

 640توئین  64398 64049
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   مضاعف معمولی 

 642توئین  64200 ،،،64
 پکتین سیب 

 640توئین  643،4 643،2

 

 گیری کلی  نتیجه
یلوس اوریزه در صورت استفاده از سوش مناسب و تنظیم شرایط بهینه تولید به میـزان بـالاتر   تولید آنزیم پکتیناز از قارچ آسپرژ

 . پذیر است امکان( خالص)از نصف مقدار بدست آمده از نمونه شاهد 

 تشکر وقدردانی 
ر انجـام هرچـه بهتـر    های بی شائبه خـود د  با تقدیر از کلیه همکاران آزمایشگاه دانشگاه آزاد اسلامی واحد ساوه که با مساعدت

 .  مراحل تحقیق اینجانب را یاری کردند 
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