
 

 

 

 

 

 

 

 79 تابستان، 54 صلنامه انسان و محیط زیست، شمارهف

 

 Beauveria bassianaسنجی تولید کیتیناز از جدایه بومی امکان

 

 1 یمعصومه کرد

2 یمیالناز فه
 

 *3 یناصرفرَخ

n_farrokhi@sbu.ac.ir 

 

 45/14/4974: تاریخ پذیرش 45/41/4975تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

 .Beauveria sppقارچ بیمارگر حشرات  .باشدهای شیمیایی مبارزه با آفات میایگزین مناسبی برای روشکنترل بیولوژیک روش ج

دهد. کیتینازها های تجزیه کننده کوتیکول از قبیل کیتینازها مورد حمله قرار میمیزبان هدف را از طریق نفوذ در کوتیکول، با ترشح آنزیم

ها و مواد کشحشره ، تولیداز جمله کنترل بیولوژیک، اصلاح زیستی آب دریا یهای مختلفدر زمینه و  قادرند کیتین را هیدرولیز نمایند

که در سه محیط مختلف کشت داده   Beauveria bassianaکیتیناز در قارچ  آنزیم هایفعالیتشود. در این تحقیق دارویی استفاده می

زایی بالا جداسازی و استفاده شده از مینودشت با قدرت بیماری بومی نه قارچیسنجی مورد مطالعه قرار گرفت. گوبه روش رنگشده بود 

ترین فعالیت آنزیم در محلول بیش باشد.می P(7)ترین غلظت آنزیم کل مربوط به محیط کشت که بیشنتایج نشان داد  شناسایی گردید، 

به عنوان نمونه آنزیمی، در روز سوم کشت و در حضور گراد درجه سانتی 05، در دمای  pH=  7 با Pontecorvoرویی محیط کشت 

حاصله می تواند در تولید بیشتر آنزیم کیتناز بکار گرفته شود و بدین ترتیب شاهد گیری شد، که نتایج درصد اندازه 70/5کلوئیدی کیتین

 .باشیمحفظ سلامت انسان و محیط زیست  منظورکاربرد آن در کنترل بیولوژیک به

 

 .، کیتین، آنزیم کیتیناز، کنترل بیولوژیک.Beauveria spp: يکلمات کلید
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Abstract 

Biological control is a suitable substitute technique for chemical battle with pests. Enthomopathogenic 

fungus Beauveria spp. attacks its target host by penetrating into cuticle through secretion of hydrolytic 

enzymes such as chitinases. Chitinases are capable of hydrolyzing chitins with many other 

applications in biocontrol, sea bioremediation, and development of biopesticides, pharmaceuticals. In 

this research, chitinase enzyme activities from Beauveria bassiana fungus, cultured in 3 culture media, 

were measured through a colorimetric assay. A native isolate with high mortality rate isolated and 

identified from Minoodasht. The highest chitinase activity was achieved at day 3 when incubated at 50 

˚C in Pontecorvo medium containing 0.75% colloidal chitin (pH = 7). Our results might be useful for 

higher production of chitinase that can be implemented in biological control and further elevate human 

health and environmental biosafety.    

Key words: Beauveria spp., chitin, chitinase enzyme, Biological control. 
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 مقدمه

های شییمیایی بیرای   کشده گسترده و روز افزون از حشرهاستفا

هیای  کنترل آفات، توجه محققین را بیه نکیاتی از قبییل هزینیه    

، گسیترش   یزیستمحیط گزاف تولید سموم شیمیایی، خطرات 

مانده سموم در موادغیاایی و اریر   مقاومت در حشرات آفت، باقی

 از روی عوامل غیرهدف و حشرات مفید معطیوف داشیته اسیت.   

 تولیید  شییمیایی،  هیای کیش آفت از استفاده کاهش هایراهکار

 حشیرات  بیمیارگر  هیای قیارچ  بر مبتنی بیولوژیک هایکشآفت

 بیمیارگر  قارچ .دارند زیادی اهمیت آفات کنترل جهت که است،

 با دامنه میزبانی بسیار گسترده، به .Beauveria spp حشرات

 کنتیرل  هیت ج فیردی  بیه  منحصیر  بیولوژییک  کیش آفت عنوان

، 1) اسیت  شده ربت دنیا در آفت، حشرات از بسیاری بیولوژیک

 ترشح با کوتیکول در نفوذ طریق از را هدف میزبان . این قارچ(2

ها و ها، پروتئازاز قبیل کیتیناز کوتیکول کننده تجزیه هایآنزیم

 تجزییه  بیا  بیماریزایی قارچ و داده قرار حمله ها موردسایر آنزیم

، 1) گیردد وتئین و سایر ترکیبات کوتیکول شروع میپر کیتین و

 بییه را کیتییین قادرنیید کییه هسییتند هییاییآنییزیم کیتینازهییا،(. 2

 آنزیمیی  تجزیه(. 4 ،3) نمایند هیدرولیز مونومرها یا و الیگومرها

 مشتقات از وسیعی محدوده تولید موجب کیتیناز توسط کیتین

شود، که می یوزکتوباستیلدی و گلوکزآمیناستیل مثل کیتینی

 بیازی  هیا قیارچ  زاییبیماری و تغایه در مهمی نقش هااین آنزیم

 کشیاورزی،  در مختلفیی  کاربردهای کیتیناز هایآنزیم. کنندمی

 آلیودگی  کیردن  برطیرف  همچنین و داروسازی پزشکی، صنعت،

طیور  بیه (. 0)دارنید   زیسیت  محیط حفظ نتیجه در و دریاها آب

-صینای   در هیا و کشوان در تهیه آفتتها میمثال از این آنزیم

مفید دریایی، جهت تولید ترکیبات محصولات کنندهتولید غاایی

صینای ،  حاصیل از ایین   کیتیین  حیاوی  زاید مواد پسماندها و از

 جملیه از بسییاری  دانشیمندان  تیاکنون (. 7 ،6 ،4) نمود استفاده

Smith وGrula  (1893،)Coudron   (1894) و همکیاران، 

Havukkala  (1883) و همکییییییییییییییییاران، Suresh و 

Chandrasekaran (1888و ) Patidar ( 2550) همکاران و

 مراحل و هاکشتمحیط متفاوت، هایگونه در را کیتینازها تولید

-داده قیرار  مطالعه مورد .Beauveria spp قارچ رشد متفاوت

 کیتینیاز  آنیزیم  تولیید  بررسیی  تحقیق این از هدف(. 12-9) اند

و  B. bassiana حشیرات  بیمیارگر  قیارچ  یرانیی ا توسط گونیه 

-مورد متفاوت شرایط و هاکشتمحیط در سنجش فعالیت آنزیم

 جهت در بزرگ گامی کیتیناز آنزیم سازیبهینه باشد،می بررسی

 بوم و مرز این محیط زیست حفظ و صنعت کشاورزی، به کمک

 .بود خواهد

 هامواد و روش

 مواد استفاده شدهگونه قارچی و 

منطقیه  ز خیا   ا.Beauveria spp ارچ بیمیارگر حشیرات   قی 

 ´17 ˚55  مینودشت استان گلسیتان بیا موقعییت جغرافییایی    

25″ E)،(37˚ 10´ 21″ N   در دانشیگاه صیینعتی شییاهرود

و  CTABبه روش  DNAپس از استخراج و  شد، سازیخالص

 ITSیابی ناحیه بارکیدینگ  با توجه به توالی، ITSتکثیر ناحیه 

. بعد گردیدشناسایی  Beauveria bassianaگونه  به عنوان

-های جداشده از منطقه برزایی گونههای بیماریاز انجام بررسی

اسیتفاده شیده    ( گونه(Sitophilus oryzaeروی شپشه برنج 

 هیا قیدرت  ( در بین سیایر گونیه  B. bassianaدر این تحقیق )

-داده نشدهها نشان از خود نشان داد )داده بالاتری زاییبیماری

هیا از  کشتاند(. مواد شیمیایی و ترکیبات لازم برای تهیه محیط

 ( تهیه شدند. Merckشرکت مر  )

 شرایط کشت و جداسازي محیط کشت

گرم  15حاوی  SDAYکشت اولیه قارچ بر روی محیط کشت 

گرم عصاره مخمر  15گرم آگار و  10گرم دکستروز،  25پپتون، 

گیراد  درجیه سیانتی   29دمیای  هیا در  دییش پتیری انجام شید و  

کشیت انجیام شید.    زیربار عمل . هر دو هفته یکندنگهداری شد

با استفاده از لوپ اسیتریل   ،ورجهت کشت قارچ در محیط غوطه

ای جامید برداشیته شید و    هدیشپتریاز اسپورهای روی سطح 

تهییه  لیتیر  کنیدی/ میلی 1×157سوسپانسیون اسپور با فراوانی 
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لیتر محییط کشیت   میلی 205لیتر در میلی یکد، و به میزان ش

 مای  تلقیح گردید. 

 هاي متفاوت استفاده شدهمحیط کشت

گییرم  25بییا ترکیییب ) SDYاز سییه محیییط کشییت متفییاوت، 

گرم عصاره مخمر( + یک درصید   15گرم پپتون،  25دکستروز، 

وزنی/ حجمی کیتین کلوئیدی بیا دو اسییدیته متفیاوت پینج و     

های )شش گرم حاوی نمک Pentecorveهفت، محیط کشت 

گیرم منییزیم    02/5گیرم پتاسییم کلریید،     02/5سدیم نیترات، 

گیرم   25هییدروژن فسیفات،   گیرم پتاسییم دی   02/1سولفات، 

گرم عصاره مخمر( + یک درصید   15گرم پپتون،  25دکستروز، 

وزنی/ حجمی کیتین کلوئیدی بیا دو اسییدیته متفیاوت پینج و     

-های فیو  بیا  حاوی نمکPentecorve هفت، و محیط کشت 

گیرم پتاسییم    02/5کمی تغییرات )شش گرم پتاسیم نیتیرات،  

 گیرم آمونییوم دی   02/1گیرم منییزیم سیولفات،     02/5کلرید، 

گییرم دکسییتروز( + یییک درصیید وزنییی/  15هیییدروژن فسییفات، 

 (.13حجمی کیتین کلوئیدی استفاده شد )

 آماده سازي سوبسترا جهت بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز

های کیتینازی در محییط کشیت و نییز بیه     برای القا بیان آنزیم

عنییوان سوبسییترا در سیینجش فعالیییت کیتینییازی، از کیتییین   

کلوئیدی استفاده گردید. کیتین کلوئیدی استفاده شده در ایین  

( از 1889)Selitrennikoff و  Robertsپژوهش طبق روش 

ری (. میاده خمیی  14کیتین حاصل از پوسته میگیو تهییه شید )   

شکل حاصل )کیتین کلوئیدی(، خشک و پیودر گردیید و از آن   

(. یک گرم از کیتین کلوئیدی خشک شده 1استفاده شد )شکل 

اضیافه گردیید و    pH  =0/0لیتر بیافر فسیفات بیا    میلی 155به 

کیتین کلوئیدی یک درصد وزنی/ حجمی تهیه شده بیه عنیوان   

 سوبسترا در واکنش به کار رفت.

 

 

 کیتین کلوئیدي استخراج شده از پوسته میگو پودر -4شکل 

 

-کشترویی محیطکیتیناز بر روی محلول آنزیم سنجش فعالیت

-29 دمای در محیط کشت هایارلن در قارچ کشت ها بعد از

-165 با ور غوطه صورت به روز هفت مدت به گرادسانتی درجه

rpm محلول. صورت گرفت انکوباتور شیکر دستگاه در 

-قیف واتمن، کاغا از استفاده با قارچ کشت محیط پروتئینی

 سنجش جهت و شد جدا میسلیومی توده از خلاء پمپ و بوخنر

 .گردید استفاده آنزیمی

 گیري غلظت پروتئین به روش برادفورداندازه

( 1876به منظیور تعییین غلظیت پیروتئین، از روش برادفیورد )     

-در نمونه با(. در این روش، غلظت پروتئین 10استفاده گردید )

1استفاده از رنگ کوماسی برلیانت بلیو  
G-250    در طیول میوج

های مجهول شود. با مقایسه جاب نمونهنانومتر، تعیین می 080

هیای معلییوم پییروتئین  بیا منحنییی اسیتاندارد حاصییل از غلظییت  

های مجهیول بدسیت   آلبومین سرم گاوی، مقدار پروتئین نمونه

محلول استاندارد پیروتئین   ،آید. برای رسم منحنی استانداردمی

BSAآلبومین سرم گاوی )
تهیه شید.   mg/ml 1با غلظت   (،2

-میکرولیتر از ایین  12، 15، 9، 0، 3، 1سپس به ترتیب مقادیر 

ها را بیا آب  میکروتیوب ریخته و حجم نهایی آن 6محلول را در 

                                                           
1-Coomassie Brilliant Blue G-250 
2-Bovine Serum Albumin 
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-155میکرولیتر می رسانیم. از یک ویال حیاوی   155مقطر به 

عنوان شاهد اسیتفاده  همقطر بدون آلبومین نیز، بمیکرولیتر آب 

محتوییات  ها افیزوده و  لیتر معرف برادفورد به آنمیلی 1گردید. 

-10زمیان  و پس از گاشیت میدت   شدها به خوبی مخلوط لوله

نیانومتر خوانیده شید.     080ها در طول موج دقیقه، جاب نمونه

وی، های استاندارد آلبیومین سیرم گیا   پس از ربت جاب محلول

هیای مختلیف آلبیومین    منحنی استاندارد )جاب در برابر غلظت

منظور سنجش غلظت محلول پروتئینی به ( رسم شد.سرم گاوی

هیای  رویی محیطمیکرولیتر از محلول 155کشت، به هایمحیط

میلی لیتر محلول برادفورد افیزوده شید. از ییک وییال      1کشت، 

اهد استفاده گردیید.  میکرولیتر بافر نیز، به عنوان ش 155حاوی 

استفاده نانومتر خوانده شد و با 080های مجهول در جاب نمونه

مجهول، هایاز منحنی استاندارد مقدار پروتئین موجود در نمونه

 محاسبه گردید.

 سنجش فعالیت آنزیم کیتیناز

سیییینجی سیییینجش آنییییزیم کیتینییییازی بییییه روش رنییییگ

(Colorimetric صورت گرفت. سنجش فعالیت آنزیم )روش به

( که روش کار بدین صورت بود، در 16انجام شد ) (1808میلر )

ابتدا محلول رویی محییط کشیت توسیط کاغیا وات مین جیدا       

لولیه  لیتر از محلول روییی محییط کشیت در   میکرو 255گردید، 

کلوئییدی  لیتیر کیتیین  میکرو 255آزمایشی ریخته شد و سپس 

هیا در  ن لولهیک درصد وزنی/ حجمی به آن اضافه شد. پس از آ

گیراد بیدون شییکر انکوبیه     درجه سانتی 37درای بس در دمای 

-دی -0و  3لیتیر محلیول   میکیرو  455ها گردید. سپس به لوله

دقیقه در 0( اضافه شد و به مدت DNSنیتروسالیسلیک اسید )

داشته شد. بعد از سرد شدن و سیانتریفیوژ  حمام آب جوش نگه

ت پنج دقیقیه مییزان جیاب    به مد g   ×9555ها درمیکروتیوب

نانومتر  045آنزیم، توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 

ترکیبات مورد (. در این آزمایش از تمام2گیری شد )شکل اندازه

 آزمایش به غیر از محلول رویی به عنوان شاهد استفاده شد. 

 تعیین مدت زمان سنجش فعالیت آنزیم

لیتیر از  میکیرو  255یم، جهت تعیین زمیان بهینیه فعالییت آنیز    

لیتر از میکرو 255محلول رویی به عنوان نمونه آنزیمی به همراه 

دمیای  بس درکیتین کلوئیدی یک درصد وزنی/ حجمی در درای

دقیقیه   35، 10، 15، 0، 0/2های گراد به مدتدرجه سانتی 37

 455ها بدون شیکر با سه تکرار انکوبه گردید. پس از آن به لوله

( DNSنیتروسالیسیلیک اسیید )  دی –0و  3یتر محلول لمیکرو

اضافه شید و طبیق روش توضییح داده شیده سینجش فعالییت       

 آنزیمی صورت گرفت.

 

 هاي حاوي آنزیم هستند.نمونه 9و  4، 4، شاهد و 5نیتروسالیسیلیک اسید. سنجش آنزیم با روش دي -4شکل 
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 می تعیین فعالیت آنزیم کیتیناز برحسب واحد آنزی

به منظور به دست آوردن فعالیت آنزیمی بر حسب واحد آنزیمی 

رسییم شیید. جهییت  (Standard curve)منحنییی اسییتاندارد 

های متفاوت و متوالی صفر تیا  کشیدن منحنی استاندارد غلظت

گلوکز آمین تهیه گردید. معادله  -Dاستیل  -N مولار میلی 12

مییزان جیاب   خط منحنی به دست آمید و بیا اسیتفاده از آن و    

و با استفاده از فرمول زیر واحیدآنزیمی  نانومتر  045ها در نمونه

 ها محاسبه گردید. نمونه

زمیان  / )میکرومول( گلوکز آمین -Dاستیل  -Nواحد آنزیمی= 

 سنجش 

باشد که بر حسب تعریف یک واحد کیتیناز مقداری از آنزیم می

-کند زمانیییک میکرومولار قند احیایی را در یک دقیقه آزاد م

-بیه عنیوان اسیتاندارد میورد     گلوکز آمیین  -Dاستیل  -Nکه  

  (.16) گیرداستفاده قرار می

 تعیین درصد سوبسترا بهینه فعالیت آنزیم

درصید   20/5و  0/5، 70/5، 1هیای  کیتین کلوئیدی بیا نسیبت  

حیل شید. سیپس      pH=  0/0 وزنی/ حجمی در بافر فسفات بیا 

ه عنوان نمونه آنزیمی بیه همیراه   لیتر محلول رویی بمیکرو 255

37هیای متفیاوت در دمیای    لیتر سوبسترا با غلظیت میکرو 255

دقیقه انکوبه شد و توسیط معیرف    10گراد به مدت سانتیدرجه

DNSگیری شد.، فعالیت آنزیم اندازه 

 تعیین روز بهینه فعالیت آنزیم توسط قارچ

-رویی کشت ها از محلولبعد از کشت قارچ و رشد میسلیوم     

های سه، چهار، پنج، شش و هفت روزه به عنوان نمونه آنزیمیی  

لیتیر از  میکیرو  255لیتر برداشته شید و بیه همیراه    میکرو 255

-درجه سانتی 37سوبسترای یک درصد وزنی/ حجمی در دمای 

دقیقه انکوبه گردید و سنجش فعالییت آنیزیم    10گراد به مدت 

 انجام شد.

 تعیین دماي بهینه فعالیت آنزیم توسط قارچ

لیتیر از میکیرو  255جهت تعیین دمیای بهینیه فعالییت آنیزیم،     

لیتر از سوبسترای یک درصد میکرو 255محلول رویی به همراه 

گراد بهدرجه سانتی 00، 05، 40، 37، 35با سه تکرار در دمای 

طبق  دقیقه بدون شیکر در درای بس انکوبه گردید، و 10مدت 

 روش توضیح داده شده سنجش فعالیت آنزیمی صورت گرفت.

 نتایج و بحث

در این تحقیق پس از رسم منحنی استاندارد، غلظیت آلبیومین   

هیا  ها و مییزان جیاب نمونیه   Xسرم گاوی در نمونه روی محور 

ها وارد گردید، معادله خط منحنی به دست آمد و Yروی محور 

های مختلف در معادله تگااری مقادیر جاب محیط کشبا جای

هیای مختلیف محاسیبه    غلظت نمونه آنزیمی در محییط کشیت  

ی ترشیحی  (. مشاهده شد کیه غلظیت ملغمیه   1گردید )جدول 

و گاهی در محییط   pH=  7 های باآنزیم گاهی در محیط کشت

-تر است، و مقادیر جاب نشان میبیش   pH=  0 های باکشت

 P(7)ه محییط کشیت   ترین غلظت آنزیم مربوط بدهد که بیش

 باشد.می

-35میزان فعالیت آنزیم برحسب واحد آنزیم در دامنیه زمیانی   

دقیقه با سوبسترای آنیزیم )کیتیین کلوئییدی ییک درصید       0/2

گراد مشاهده شید کیه   درجه سانتی 37وزنی/ حجمی( در دمای 

 کشتترین میزان فعالیت کیتیناز در محیطها بیشدر همه زمان

P (7)(، فعالییت کیتینیازی تمیامی محییط     2ل باشد )جیدو می

دقیقیه کیاهش یافتیه اسیت.      35تیا   0/2ها در بازه زمانی کشت

ها، فعالییت  دهد که در همه محیط کشتنتایج حاصل نشان می

نتایج کیتیناز طی زمان روند کاهشی داشته است، و براساس این

 باشد. دقیقه می 0/2زمان بهینه انکوباته شدن سوبسترا و آنزیم 

بررسی ارر دو اسیدیته متفاوت پنج و هفیت در محییط کشیت     

روی فعالیت کیتیناز نشان داد کیه در سیه نیوع محییط کشیت      

تیر از  هفت میزان فعالییت کیتینیاز بییش    pH استفاده شده در

هیای محییط  pH(. 1پینج اسیت )جیدول     pH محیط کشت با

-واکنش طی سنجش فعالیت آنزیمی برای دو محیط کشت بیا  

pHگییری  ت و پنج به ترتیب حدود شش و پنج انیدازه های هف

 P (7)سنج(. بنابراین محیط کشت pHشد )با استفاده از کاغا 

به عنوان محیط بهینه فعالیت آنزیم کیتینیاز توسیط    pH =7با 

(. 3گییردد )شییکل  معرفییی مییی  .Beauveria sppقییارچ 

Leopold  وSamsinakova (1868  فعالیت آنیزیم را در )-
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pHها فعالیت بهینه ف سنجش کردند، در آزمایش آنهای مختل

حدود پینج مشیاهده شید و دییده شید کیه در        pHکیتیناز در 

 (.17شود )آنزیم شدیدا غیر فعال می 7و  0/3های اسیدیته

 

 هاي مختلف به روش بردفوردکشتغلظت آنزیم در محیط-4جدول 

 محیط کشت جذب غلظت آنزیم

4558/1 630/5 S(5) 

2947/1 617/5 S(7) 

682/2 930/5 P(7) 

651/1 666/5 P(5) 

2399/5 400/5 P2(7) 

2170/2 7610/5 P2(5) 

S (5).  محیط کشتSDY  4باpH =  ،S(7).  محیط کشتSDY  9باpH =  ،P (5) . محیط کشتPontecorvo  با

4pH =، P (5) محیط کشت .Pontecorvo  9باpH =  ،P2 (5).  محیط کشتPontecorvo ی تغییرات با با کم

4pH =  ،P2 (5) . محیط کشتPontecorvo  9با کمی تغییرات باpH =.  

 

دقیقه بر حسب میکرومول بر  4/4-91شده با سوبسترا در دامنه زمانی تیمار  آنزیم محلول رویی میانگین فعالیت-4جدول 

 دقیقه

 زمان به دقیقه
Time (min) محیط کشت 

Medium 91 44 41 4 4/4 

5933/5 1781/5 2674/5 0689/5 55536/1 S(5) 

59344/5 1996/5 2707/5 6542/5 5961/1 S(7) 

5785/5 1950/5 2491/5 0937/5 5320/1 P(5) 

1132/5 2904/5 3336/5 8465/5 0260/1 P(7) 

5654/5 1198/5 1746/5 3820/5 7533/5 P2(5) 
5810/5 2311/5 3559/5 7753/5 3624/1 P2(7) 

S (5)شت : محیط کSDY  4باpH =  ،S (7) محیط کشت :SDY  9باpH =  ،P (5):  محیط کشتPontecorvo 

 با کمی تغییرات با Pontecorvo: محیط کشت 9pH =  ،P2(5) با Pontecorvo: محیط کشت 4pH = ، P (5) با

4 pH =  ،P2 (5) محیط کشت :Pontecorvo 9 با کمی تغییرات با pH =. 
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 = pH 4 با SDYکشت : محیطS(5)هاي مختلف. کشتدقیقه در محیط 4/4-91واحد آنزیمی در دامنه زمانی  -9شکل 

،S(7) کشت : محیطSDY 9 با pH =  ،P (5)کشت : محیطPontecorvo 4 با pH = ، P (7)کشت : محیطPontecorvo 

با کمی  Pontecorvoکشت محیط :pH = ، P2 (5) 4 تغییرات با با کمی Pontecorvoکشت : محیطpH =  ،P2 (5) 9 با

 دهد.را نشان می = pH  9 تغییرات با
  

ها نشان داد از بین درصدهای مختلف کیتین کلوئییدی،  بررسی

ترین ارر مثبت روی فعالییت  درصد بیش 70/5کیتین کلوئیدی 

 آنزیم کیتیناز داشته اسیت. در تحقیقیات انجیام شیده توسیط      

Leopold و Samsinakova(1868  تغییرات فعالیت آنیزیم )

درصد کیتین کلوئیدی، به عنوان غلظیت بهینیه    1در مواجهه با 

( بررسیی  1828و همکاران ) Schoorlسوبسترا بر طبق کتاب 

 (. 17گردید )

های کشت طراحی شده در روزهای مختلف نشان بررسی محیط

دن فعالییت  داد که پس از گاشت سیه روز از زمیان انکوبیه شی    

-(. در این4باشد )شکل ترین مقدار خود را دارا میآنزیمی بیش

ترین میزان فعالیت کیتیناز در روزهای سه تا چهار آزمایش بیش

( بعد از 1868) Samsinakovaو  Leopoldگیری شد. اندازه

 2-12هیای  گیری میزان فعالیت کیتیناز در محیط کشیت اندازه

تیرین  مشیاهده کردنید کیه بییش     B. bassianaروزه در قارچ 

(. نتیایج  17باشید ) فعالیت آنزیم در روزهای چهار تیا پینج میی   

-متفاوت حاصل از این آزمایش و آزمایشات مشیابه احتمیالا بیه   

دلیل تفاوت شرایط کشت، روش سنجش فعالیت آنزیم و ایزولیه  

 باشد.قارچی مورد استفاده می
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در میزان فعالیت آنزیم کیتیناز. سه روز پس از Beauveria bassiana عیین بهترین مدت زمان انکوباسیون قارچ ت -5شکل 

 کشت قارچ بر روي محیط بیشترین فعالیت آنزیم دیده می شود.
 

 

 

 



 41  ....یبوم هیاز جدا نازیتیک دیتول سنجیامکان 

 

  

 

پس از بررسی دماهای مختلف، بهتیرین دمیای واکینش جهیت     

 Beauveriaحصول بالاترین میزان فعالیت آنزیم کیتیناز قارچ 

bassiana  گراد تعیین شید. همچنیین   درجه سانتی 05دمای

-درجیه سیانتی   00مشخص گردید آنزیم مورد بررسی در دمای 

باشید. ایین   درصد فعالییت حیداکثر میی    85گراد دارای بیش از 

درصید   08گیراد دارای  درجه سانتی 40تا  37آنزیم در دماهای 

و  Coudron در پیژوهش  (.0باشید )شیکل   فعالیت بیشینه می

 .B ( ارر دمیا روی فعالییت کیتینیاز در قیارچ     1894همکاران )

bassiana  شد نتایج تحقیق آنها نشان داد که، از  گیریاندازه

گراد میزان فعالیت آنیزیم بیا وجیود    درجه سانتی 15-45دمای 

 45-00افت و خیزها، روند افزایشی داشته اسیت امیا از دمیای    

 (.19ز خود نشان داد )فعالیت آنزیم روند کاهشی ا

 

 
در حضور سوبستراي کیتین  Beauveria bassianaبررسی تاثیر دما بر میزان فعالیت آنزیم کیتیناز در قارچ  -4شکل 

 باشد.گراد داراي فعالیت بیشینه میدرجه سانتی 41کلوئیدي، آنزیم در دماي 
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