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  چکیده

بردهاي فراوان آنزیم سلولاز در بسیاري صنایع ، در این پژوهش تصمیم به تولید سلولاز به کمک قارچ تریکودرما باتوجه به کار
نتایج نشان .به روش تخمیر حالت جامد گرفته شد ) کاه برنج وکاه گندم(ریسئی بر روي سوبستراهاي لیگنوسلولزي ارزان قیمت 

درجه سانتی گراد  35و دماي  pH= ٧آنزیم سلولاز تولیدي در . یم سلولاز بود داد که کاه برنج بستر مناسبی براي تولید آنز
  .همچنین یون کلسیم موجب افزایش فعالیت سلولاز و جیوه سبب کاهش فعالیت آنزیم شد . حداکثر فعالیت آنزیمی را نشان داد 

  
 )کاه برنج و کاه گندم( آنزیم ، سلولاز ، قارچ تریکودرما ریسئی ، تخمیربسترهاي جامد  :کلمات کلیدي

 
 

  مقدمه 
 نیمی از محصولات کشاورزي بدون اینکه به مصرف برسد در مراحل مختلف از بین می تقریباًنشان می دهد  يآمارها

 بهره مناسب و کامل را برد کشاورزي  تحصولام که از تمامی اجزاء قادر نیست  کشورروند و صنایع تبدیلی موجود در 
)Nigam,1996( .تولید  یک و نیم تن کاه و کلش در مزارع به صورت ضایعاتی هر تن برنج برداشتش برنج ، از در بخ

عنوان یک سوبستراي مناسب و ارزان قیمت براي مصارف به توان  می ضایعاتساختار سلولزیک این از . می شود 
مهمترین گروه تولید قارچها )  Sun,2008 and Kim,2004( آوري خصوصا تولید سلولاز استفاده کرد زیست فن

و  Trichodermaمهمترین قارچهاي تولید کننده این آنزیم متعلق به جنسهاي و  کننده آنزیم سلولازهستند
Aspergillus  قرارگرفته اندگسترده مورد مطالعه بطور می باشد، که )Swapan,1994(. هایی هاي تریکودما قارچگونه

اکوسیستم اطراف  اینها قارچ هایی آزادزي هستند که معمولا در خاك و. آزار وهمزیست گیاه هستندفرصت طلب، بی
هاي تولید کننده سلولز استفاده جهت رشد قارچ در حال حاضر، مهمترین بستر کشت.)Zhang,2010(ریشه قرار دارند 

لیگنوسلولزي فراورده هاي فرعی کشاورزي نظیر کاه و کلش غلات، ساقه ذرت، تفاله، پوسته یا دیگر سوبستراهاي از 
هاي سلولاز با استفاده از هدف از این مطالعه استفاده از بستر کاه برنج جهت تولید آنزیم.)FAOSTAT,2006(باشدمی

 .قارچ تریکودرما رئیسی بود
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  ها مواد و روش
 سازمان تریهايباک و قارچ ها کلکسیون تحقیق از این در استفاده مورد میکروارگانیسم ، Trichoderma  reesei قارچ

از کاه برنج براي تولید آنزیم  .شد  تهیه لئوفیلیزه آمپول صورت به  PTCC  5142 کد با ایران صنعتی و علمی پژوهش
برحسب گرم بر ( نمکی  محلول میلی لیتر از 30 گرم از بسترهاي فوق با 10 .جامد استفاده شد بستر و گندم بعنوان

کبالت    کلرید ، 525/0آبه7 منیزیم سولفات ،45/2 سولفات آمونیوم ،5/3تفسفا پتاسیم هیدروژن دي حاوي) لیتر
 کلرید و 0025/0آبه 7روي  سولفات ،0027/0آبه7منیزیم  سولفات ، 0087/0آبه 7آهن سولفات ، 525/0

ده انتقال دا جامد استریل کشت از پلیت حاوي قارچ تریکودرما بعنوان تلقیح به بستر .گردید مرطوب  0035/0کلسیم
استخراج آنزیم سلولاز تولیدي از بستر جامد توسط محلول هاي . شدند  گذاري گرمخانه کشت هاي محیط سپس. شد 

گلوکاناز  4و1اندو بتا )  FP activity( گلوکاناز  4و1فعالیت آنزیم سلولاز در قالب دو آنزیم اگزو بتا . بافر صورت گرفت 
 )CMCase  (نهمچنی. مورد ارزیابی قرار گرفت pH  و دماي بهینه فعالیت آنزیمی و اثرکاتیون ها مختلف بر فعالیت

 .آنزیم تعیین گردید 
  

  نتایج و بحث
نتایج حاصل از میزان تولید آنزیم در دو بستر کاه گندم و کاه برنج نشان داد که میزان تولید هر دو آنزیم سلولاز در 

 FP activityنشان داد که میزان تولید آنزیم نتایج همچنین )  1جدول( بستر جامد کاه برنج بیشتر از کاه گندم بود 
 . در بستر کاه برنج می باشد  CMCaseبیش از سه برابر تولید 

  
  )CMCase )means±S. Eو  FPaseکاه برنج و کاه گندم بر تولید آنزیم   هاياثر بستر:  1جدول

  FPactivity  CMCase  

  29/162±١/۵ 35/889±٨/٧  کاه برنج

  43/94±١/۵  71/808±٨/٧  مکاه گند

Kimنایجر در بسترهاي جامد کاه برنج وگندم قارچ آسپرژیلوس  توسطآنزیم سلولاز را  2004در سالهمکارانش  و
 .(Kim,2004) ، آنها نشان دادند که میزان آنزیم تولیدي در کاه برنج نسبت به گندم بیشتر بود کردندبررسی 

Pandey بررسی نمودند را توسط همین سوش بر روي کلش برنج  سلولاز ولیدمیزان ت 2006و همکارانش درسال
(Pandey,2006) .  آنزیم تولید با استفاده از قارچ نوروسپورا اینترمدیا  1383در سالهمکارانش  و صارم نژادهمچنین

  .)1383صارم نژاد،(بیشتري را درکاه برنج نسبت به گندم گزارش نمودند
ي مختلف بر استخراج آنزیم سلولاز نشان داد که محلول نمک سولفات آمونیوم یک درصد اثر محلولهاي نمکی و بافر ها

محلول  CMCaseاز سایر محلول ها ارجح بوده در صورتیکه براي استخراج آنزیم  FP activityبراي استخراج آنزیم 
درصد نسبت به آب  30 – 40مناسب تشخیص داده شد بطوریکه استفاده از این محلول ها  pH= ٧بافر فسفات با 

 ).2جدول ( مقطر استخراج آنزیم ها را افزایش دادند 
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  )means±S. E( از بستر جامد CMCaseو  FPase  هاي آنزیم بر استخراج مختلفمحلول هاي  اثر:  2جدول 
محلول 
  استخراج

 بافرفسفات
pH = 7  

 آب مقطر
  

بافر سیترات 
 سدیم

pH = 6  

نمک سولفات 
 آمونیوم
1%  

 ترات فسفاتبافرسی
pH = 6  

 آب نمک
Nacl 8/1000  

 بافر استات
pH = 5  

FPactivit
y  

۵/١٠۵±47/
27592  

٢/٨٩±49/
22731  

٨/٩۵±98/
22720  

٢/١٣٠±05/
28404  

۴/١٠٣±9/22675  ٩/٨١±01/
21191  

١/١١٢±75/
20658  

CMCase  ۵/١٠۵±44/
27400  

٢/٨٩±44/
23268  

٨/٩۵±2/23095  ٢/١٣٠±08/
21772  

۴/١٠٣±59/
20189  

٩/٨١±96/
19161  

١/١١٢±61/
17383  

 
براي استخراج آنزیم سلولاز تولیدي توسط قارچ تریکودرما  2004در سال  Kim و 1383اصفهانی و همکاران درسال 

اصفهانی، and Kim,2004 (ریسئی نشان دادند که آب مقطر بیشترین میزان استخراج آنزیم تولیدي را از بستر دارد
1383( . Krishna و ١٩٩٩در سال  Prema  توسط باکتري  تولیدي استخراج آنزیم سلولازبراي  2007درسال

و  Ncube . (Krishna,1999 and Prema,2007 )استفاده کردند pH= ٧بافر فسفات  از بستر جامد از باسیلوس 
 بیشترین استخراج آنزیم سلولاز را گزارش کرده اند  pH= ۶بافر استات با استفاده از  2012در سالهمکاران 

(Ncube,2012) .   
و دما بر میزان فعالیت آنزیم و همچنین اثر  pHبه منظور بررسی شرایط بهینه عملکرد آنزیم پارامترهایی چون اثر 

نشان داد  میزان فعالیت آنزیم سلولاز بر  pHاثر نتایج . کاتیون فلزات مختلف بر فعالیت آنزیم، مورد سنجش قرار گرفت 
 سپسسیر صعودي و  7تا  pH  4بطوریکه میزان فعالیت آنزیم از بدست آمد  pH= ٧که بهترین فعالیت آنزیمی در 
 ).1شکل ( سیر نزولی داشت را نشان داد 

 

  
 )CMCaseو  FPase( هاي مختلف بر میزان فعالیت آنزیم سلولازpH اثر:  1شکل

  
Krishna و همچنین 1999در سال Pandeyو پایداري براي آنزیم حداکثر میزان فعالیت  2006در سال و همکاران

 بود که از این نظر کاملا مشابه نتایج ماگزارش کردند pH= ٧ را دردر بستر لیگنوسلولزي سلولاز تولیدي 
Krishna,1999) (Pandey,2006 and .قارچ از شده جداسازي سلولاز اثر بررسیبا  1390در سال آراسته و همکاران 

  ).1390آراسته،(داشت   pH= ٧فعالیت و پایداري آنزیم در   که بیشترینمشاهده کردند  نایجر آسپرژیلوس
نشان داد که بیشترین میزان فعالیت آنزیم سلولازي براي هر دو آنزیم  آنزیم سلولاز اثر فلزات مختلف بر فعالیتنتایج 

شان داد در حضور یون کلسیم بدست آمد و جیوه اثر ممانعت کنندگی بر فعالیت آنزیمی ن CMCase و FPaseتولیدي 
        .) 3جدول( 
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  )CMCase* )means±S. Eو  FPaseاثر فلزات مختلف بر فعالیت آنزیم :  3جدول 
CMCase   FPase   فلزات 

 کلسیم  41/122  96/113
 پتاسیم  32/109  36/113
 منیزیم  15/97  76/104
 نقره  83/83  37/102
 آهن  85/76  42/103
 باریم  04/69      64/99
  سرب  19/64  29/92

 جیوه  20/63  92
3/1  5/1  S. E 

  درصد فعالیت باقی مانده*                          

Peng و ھمچنین  2010و همکاران در سالKuhad تولیدي با مطالعه روي آنزیم سلولاز  2011در سال همکاران و
، ٤١/٢ u/g با الیت آنزیمی برابرکلسیم با بالاترین فعنشان دادندکه توسط قارچ تریکودرما ریسئی در بستر جامد 

اثر ممانعتی بر فعالیت  جیوه بترتیب و ١٣٤/٠ u/gو   ٩٦٦/٠  u/g ، ٢٤/١ u/g، منیزیم و آهن با سپس پتاسیم 
  . (Kuhad,2011and Peng,2010 )آنزیم داشتند

. ترین فعالیت را داشتآنزیم بیشدرجه  35دردماي  نشان داد کهنیز  دما  بر میزان فعالیت آنزیم سلولازاثر نتایج 
گراد درجه سانتی ۶٠تا  35گراد سیر صعودي، و از درجه سانتی 35میزان فعالیت آنزیمی از دماي محیط تا همچنین 

  ) . 2شکل( به ترتیب با افزایش دما کاهش یافت 

  
 اثر دماهاي مختلف بر میزان فعالیت آنزیم سلولاز :  2شکل 

  
Krishna  در دماي نزیم سلولاز در بستر جامد گزارش کردند که با بررسی آ 1999در سال°C 35  دماي کاتالیتیکی

و همکاران  Pengو همچنین  2010در سال وهمکاران Nigam . (Krishna,1999)بالاترین فعالیت آنزیمی را داشت 
کردند درما گزارش آنزیم سلولاز تولیدي از قارچ تریکو درجه سانتی گراد براي حداکثر فعالیت  35دماي  2010در سال

 .)   Nigam,2010 and Peng,2010(که کاملا مشابه نتایج  کار ما بود 
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