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 چکیده

اورزی، در افزوده با استفاده از محصولات جانبی ارزان قیمت کشی تخمیر حالت جامد به دلیل توانایی تولید محصولات با ارزشسامانه

ی توانایی ی جدیدی از تریکودرما ریزئی، که دارای جهش یافتهاین پژوهش مورد بررسی قرار گرفت. تولید سلولاز با استفاده از سویه

باشد، و با کاربرد محصولات جانبی برنج )سبوس، ی مادر میتر نسبت به سویههای مناسبولاز با فعالیت آنزیمی بیشتر و ویژگیتولید سل

باشد و نظر به اهمیت افزایش تولید آن در این های صنعتی میترین آنزیمپوست و کاه( انجام شد. از آن جایی که سلولاز یکی از مهم

یزان سلولاز، م ی سوبسترای جامد مرطوب، تعیین شد. همچنین با توجه به نقش املاح فسفره در تولیدبهینه سامانه، میزان رطوبت

درصد مورد مطالعه قرار گرفت. برای انجام این  77و  74، 71، 68، 65فسفات، بهینه سازی شد. رطوبت در مقادیر هیدروژنپتاسیمدی

یلی لیتر استفاده شد.بعد از هر ماسپور در  710روز و سوسپانسیون اسپوری با غلظت  3مان ، مدت زC35°گذاری گرمخانهدمای ها،آزمایش

 74یزان رطوبت بهینه سوبسترامحاسبه و مقایسه شد و م Filter Paperتجزیه گیریبار انجام آزمون میزان فعالیت آنزیمی از طریق اندازه 

ان زگرم در لیتر مورد آزمون قرار گرفت که بیشترین می 5و  4، 3، 2، 1مقادیر فسفات هیدروژنپتاسیمدرصد تعیین شد. در مورد دی

 فسفات مشاهده شد.هیدروژنپتاسیمگرم در لیتر دی 2فعالیت سلولازی در تیمار حاوی 
 

 فسفر بهینهتخمیر حالت جامد، سلولاز، تریکودرماریزئی، رطوبت بهینه، : کلیدیواژه های 
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 مقدمه -1

تخمیر صنعتی فرایندی است که طی آن سوبستراهای جامد یا 

طریق تیمار با میکروارگانیزم ها تبدیل به محصولات با مایع از 

ها و افزوده می شوند که این فرایند منجر به تولید آنزیمارزش

گردد. تخمیر حالت جامد و تخمیر های ثانویه میمتابولیت

هستند که در سرتاسر دنیا برای تولید فناورینوع وری دو غوطه

هایی مانند گانیزمشوند. میکروارمحصولات مهم استفاده می

ها نقش مهمی در استخراج ها و جلبکها، قارچباکتری

ها به دلیل محصول مورد نظر دارند اما در این میان قارچ

دارند برای  رشد خود سازگاری بالایی که با محیط طبیعی

ی تولید آنزیم عمده (.7) تر هستندتخمیر حالت جامد مناسب

گیرد وری انجام میتخمیر غوطهستفاده از ابه صورت صنعتی با 

ی اما تحقیقات اخیر نشان داده است که تولید آنزیم در سامانه

تخمیر حالت جامد باعث بهبود بازده شده و به لحاظ اقتصادی 

ی همچنین سامانه (.9، 10،23، 28) تر استمقرون به صرفه

تخمیر حالت جامد دارای یک مزیت مهم به تخمیر 

مانده از تخمیر این که ضایعات باقی نآوری است و غووطه

حالت جامد قابل استفاده به عنوان سوخت برای دیگر فرایندها 

 "به هر حال به دلیل مزایای زیاد این سامانه، اخیرا(.8) هستند

ی تخمیر سامانه تخمیر حالت جامد مورد توجه واقع شده است.

عبارت است از کشت میکروارگانیزم روی حالت جامد 

تخمیر  یسامانه .(11)بدون حضور آب آزاد ای جامد سوبستر

باشد زیرا شامل سه فاز میغیریکنواختحالت جامد به شدت 

مایع، جامد و گاز است. فاز مایع میزان رطوبت موجود در 

، فاز جامد که همان سوبسترای جامد بوده و فاز سوبسترا است

گازی هوایی است که در میان ذرات وجود دارد و اکسیژن 

های مرکبی آنزیمسلولازها  (.7) نمایدسامانه را تامین می

هستند که از یک سیستم سه آنزیمی شامل اندوگلوکاناز، 

از اند. آنها اگزوگلوکاناز و بتاگلوکوزیداز تشکیل شده

های صنعتی هستند که در صنایع غذایی، ترین آنزیممهم

نساجی، کاغذ سازی و پالپ، تخمیر الکلی، آبجوسازی و 

 "ها نسبتاگیرند. این آنزیمد استفاده قرار میرمالت مو

ها در کاربردهای قیمت هستند که کاهش قیمت تولید آنگران

ای مناسب هد بود. پس تلاش برای یافتن سویهاتجاری مهم خو

آنزیم شده و نیز میزان فعالیت که هم سبب کاهش قیمت 

سلولازها  (.4، 12) ولازی بیشتری را منجر شود، ادامه داردسل

شوند که در های مختلفی تولید میها و قارچی باکتریبه وسیله

باشد. همچنین تر میاین میان جنس تریکودرما شناخته شده

ی های تولید کنندهتریکودرما ریزئی یکی از بهترین سویه

های افزایش میزان تولید یکی از راه (.14، 26) باشدسلولاز می

ی تخیمر حالت جامد، اعمال جهش است. سامانهسلولازها در 

در مطالعات متعددی تأثیر جهش بر میزان فعالیت سلولازی 

بررسی شده است. هدف از اعمال جهش بدست آوردن 

ی سوبسترا هزینه (.24) باشدسلولاز بیشتر و با کیفیت بالاتر می

، لذا دهدرا تشکیل میهای تولید سلولاز بخش مهمی از هزینه

تواند به کاهش قیمت سلولاز قیمت میبرد سوبسترای ارزانکار

با توجه به این که سالانه مقادیر (.18)تولیدی کمک نماید 

توان از ساختار زیادی ضایعات کشاورزی ایجاد می شود می

قیمت توان به عنوان سوبسترای ارزانسلولزی این ضایعات می

سلولاز استفاده  "برای تولید محصولات تخمیری خصوصا

و همکاران شرایط تخمیر حالت 2ریاوم 2012در سال  (.3) نمود

 NCIMجامد برای تولید سلولاز با استفاده از تریکودرما ریزئی

سازی نمودند. در این مطالعه تأثیر پارامترهایی را بهینه992

، دما، میزان رطوبت، اندازه ذرات سوبسترا و عوامل pHمانند 

تولید آنزیم بررسی شدند. در این مطالعه  کننده رویمرطوب

سه سوبسترای متفاوت مورد بررسی قرار گرفتند که بیشترین 

میزان فعالیت آنزیمی روی سبوس گندم حاصل شد. شرایط 

صورت بهینه برای تولید سلولاز روی سبوس گندم بدین

ی اولیه pH، میزان %70ی تخمین زده شد: میزان رطوبت اولیه

، عامل مرطوب کننده و اندازه ذرات سوبسترا  C °30، دمای5

در  (.21) روز بود 6گذاری میکرومتر. زمان بهینه گرمخانه 500

ای دیگر ارزیابی شرایط کشت برای تولید سلولاز در مطالعه

ی ی دو سویهی تخمیر حالت جامد به وسیلهسامانه

                                                           
2Maurya 



 11...   ی جدید یافتهی جهشبررسی تأثیر میزان رطوبت سوبسترا و املاح فسفره، بر تولید سلولاز توسط سویه
 

 

انجام MCG77و QM9414ی تریکودرما ریزئییافتهجهش

( با استفاده 2007و همکاران ) 3لطیفیان ر این پژوهشگرفت. د

تأثیر پارامترهای تخمیر بر تولید سلولاز  4از روش سطح پاسخ

را مورد بررسی قرار دادند. سوبسترای مورد استفاده سبوس 

سازی ، میزان رطوبت و دما بهینهpHبرنج بود، و پارامترهای 

نتایج نشان داد  QM9414شدند. در مودر تریکودرما ریزئی

دار داشت که تنها میزان رطوبت بر فعالیت سلولازی تأثیر معنی

%  70که این تأثیر خطی بود و حداکثر فعالیت آنزیمی در 

دما  MCG77رطوبت حاصل شد. در مورد تریکودرما ریزئی

و میزان رطوبت فاکتورهای تأثیرگذار بودند و بیشترین میزان 

 %55-70و رطوبت  C ° 30-25فعالیت آنزیمی در دمای

تأثیر  2007و همکاران در سال 5سینگهانیا (.91) بدست آمد

پارامترهای دما، زمان و میزان رطوبت را در تولید سلولاز با 

مورد بررسی قرار  RUTC30استفاده از تریکودرما ریزئی

دادند. در این پژوهش سوبسترای مورد مطالعه سبوس گندم 

U g-ز      بود فعالیت سلولازی اسازی منجر به بهبود. بهینه

 dry solid1605/0  هدف از این مطالعه  .(72) شد 53/3به

یعنی سازی دو پارامتر مهم مؤثر بر میزان فعالیت سلولازی بهینه

از طریق  میزان رطوبت سوبسترا و میزان فسفر

بود. بدین منظور تولید سلولاز در 6پتاسیمدیهیدروژنفسفات

حالت جامد روی ضایعات برنج )سبوس، ی تخیمر سامانه

ی یافتهی جدید جهشپوست و کاه برنج( و با استفاده از سویه

 5انجام گرفت. مقادیر رطوبت و فسفر در  Bتریکودرما ریزئی

سطح مختلف مورد بررسی قرار گرفته و میزان فعالیت 

ی رطوبت و گیری و در نهایت میزان بهینهسلولازی اندازه

 تعیین شد. هفسفرنمک 
 

 هاروشمواد و  -2
. مقدار مورد نیاز ایران تهیه شد ازشمال برنج وکاه پوست سبوس،

الک شدند  18-14 سایز، آسیابشده وبا مشآزمایشهابرای انجام 

                                                           
3Latifian 
4RSM 
5Singhania 
6K2HPO4 

ی جهش داده )که یک سویه Bتریکودرما ریزئییهی(. سو2)

باشد(مورد استفاده قرار می 2414شده از تریکودرما ریزئی 

ی شیمیایی از شرکت مواد مورد نیاز با درجه .(13)گرفت 

 سیگمای آلمان خریداری شدند.
 

 تریکودرماریزئیسازی فعال-2-1

ی جدید یک سویه Bی تریکودرما ریزئییافتهی جهشسویه

است که در اثر در  2414حاصل از جهش تریکودرما ریزئی 

ی گاما بدست آمده و در مقالات قبلی به معرض گرفتن با اشعه

ی جهش یافته ی تریکودرما سویه (.13) آن اشاره شده است

به مدت  C°25و در دمای  هپاساژ داده شد، PDAبرBریزئی

 (.1) تا اسپور تولید کنند گذاری شدندگرمخانهروز  8زمان 
 

 ی سوسپانسیون اسپوری با غلظت مشخصتهیه -2-2

برای تهیه ی سوسپانسیون اسپوری با غلظت اسپور مشخص، 

قارچ مورد نظر کشت داده شده و به  PDAابتدا روی محیط 

گرمخانه گذاری شد. سپس  C25°روز در دمای 8مدت زمان 

می باشد تهیه شده و  کلرید سدیم %9/0که حاوی نمکی محلول

در اتوکلاو سترون شد. پس از خنک شدن محلول سیلین )در 

رت داغ بودن موجب از بین رفتن اسپورهای قارچی صو

شود( با استفاده از پیپت سترون شده، از محلول سیلین می

مقداری از آن را روی پلیت حاوی تریکودرما ریزئی اضافه 

شکل سترون، به آرامی L ای ی شیشهکرده و با استفاده از میله

محلول سیلین را روی سطح محیط کشت پخش کرده و در 

. سپس شدندع اسپورهای قارچی در محلول سیلین پخش واق

ی قیف سترون قرار داده و با ی سترون را در دهانهمقداری پنبه

پیپت سترون از روی سطح پلیت، سیلین حاوی اسپورها برداشته 

آوری مقدار کافی و . پس از جمعشد.شده و در قیف ریخته 

ا استفاده مناسبی از سوسپانسیون اسپوری صاف شده، شمارش ب

صورت که اول سوسپانسیون را . بدینگرفتاز لام توما انجام 

ی روی ورتکس خوب بهم زده تا غلظت اسپور در همه

سپس زیر میکروسکوپ و های آن یکنواخت شود قسمت

بعد از انجام شمارش با . شدشمارش انجام 
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ک یبا استفاده از تناسب، رقیق سازی به نحوی انجام شد که 

لیتر اسپور در میلی 5/2×  710سوسپانسیون اسپوری با غلظت 

 آید.بدست 
 

وسپانسیون ببا سوتلقیح سوبسترای جامد مرط -2-3

 اسپوری

از مطالعات قبلی مشخص شد که در میان ضایعات برنج 

 رینترکیبی از هر سه سوبسترای کاه، سبوس و پوست برنج بهت

 ه شدها استفادبوده اند لذا در این مطالعه از آن انوع سوبستر

(در سوبسترا )سبوس، کاه و پوست برنجگرم از  5مقدار (. 2)

افزوده و  لازم به آن زین شده و میزان آبتو گشاددهان ارلن

مرطوب وارد اتوکلاو  یاهم زده شد. سپس سوبسترخوب به

تا  دقیقه اتوکلاو شد 20به مدت  C121°شده و در دمای 

تیمار حرارتی علاوه بر سترون شدن، در واقع به نوعی پیش

ای بر تحت فشار بخار نیز روی سوبستراها انجام گیرد و شرایط

بخار  وتر گردد، زیرا با استفاده از دمای بالا رشد قارچ مناسب

ی رشد، ها در مرحلهآب داغ مواد مغذی مورد نیاز برای قارچ

 1 یرد. پس از آن تلقیح باگبیشتر در دسترسشان قرار می

اسپور در  5/2×710یون اسپوری با غلضت لیتر سوسپانسمیلی

خوبی مخلوط شد تا لیتر انجام شده و پس از آن که بهمیلی

ن باشد، یکسا های سوبسترااسپور در تمام قسمتغلظت 

گذاری گرمخانه C25°روزدرانکوباتوربادمای 6 بهمدت

 (.19، 25)شد
 

گیری فعالیت آنزیمی سلولاز اندازهاستخراج و  -2-4

 تولیدی

ی گذاری لازم، ابتدا وزن تودهپس از طی مدت زمان گرمخانه

ها برابر وزن آن، آب مقطر به ارلن 5تخمیر شده محاسبه شده و 

 MR 3001اضافه شد و سپس روی دستگاه همزن مغناطیسی )

k Heidolph Germany ) به  7دور در دقیقه 700با سرعت

 g دقیقه در دور 15زده شد. سپس به مدت همدقیقه به 30مدت 

( و مایع 30K sigma Germany-3سانتریفیوژ شده )10000

                                                           
7RPM 

شفاف رویی به عنوان آنزیم استخراج شده، جداسازی شد 

محلول آنزیمی استخراج گیری فعالیت آنزیمیبرای اندازه (.19)

، از معرف  FPase Filter Paper Activity)(8شده به روش

فعالیت (. 16، 22)استفاده شد  9سالیسیلیک اسیدنیترودی

باشد که میزان می FPaseآنزیمی یا فعالیت سلولازی همان 

دهد. میزان فعالیت ی آنزیم سلولاز را نشان میفعالیت مجموعه

شود و یک واحد بیان می dry solid 1-U gآنزیمی با واحد 

فعالیت آنزیمی عبارت است از مقدار آنزیم لازم برای آزاد 

 Cمیکرومول محصول )گلوکز( در دقیقه در دمای 1نمودن 

ها برای انجام این آزمون بایستی از قبل یکسری محلول. °50

 باشد:ها به شرح زیر میی آنشد که دستور تهیهتهیه می
 

  mM 50ترات ی بافر سیتهیه -2-4-1

ر میلی لیت 750گرم اسید سیتریک با یک ملکول آب در  210

ن آگرم سود به  60تا  50آب دو بار تقطیر حل شده و حدود 

 pHاضافه شد. محلول حاصل را به حجم یک لیتر رسانده و 

 گیری گردید. در این مرحله بافر سیترات حاصل غلظتاندازه

M 1  داشته وpH  باشد. از محلول حاصل، می 5/4آن حدود

ml 50  حله بافر لیتر رسانده شد. در این مر 1برداشته و به حجم

 بود mM 50داشته و غلظت آن  pH 8/4سیترات بدست آمده 

(6.) 
 

 سالیسیلیک اسیدنیترودیی معرف تهیه -2-4-2

اسید توزین شده به سالیسیلیکنیترودی5و3ی گرم ماده 6/10

لیتر آب میلی 1416سدیم در گرم هیدروکسید 8/19همراه 

 3/8و  تارتاراتپتاسیمگرم سدیم 306مقطر حل شد. سپس 

سدیم به آن افزوده شد. پس از افزودن تمام سولفیتبیگرم متا

لیتر برداشته و پس از میلی 3ها، این مواد و حل کردن آن

 N 1/0فتالئین با محلول اسید کلریدریک افزودن معرف فنل

لیتر میلی 6تا  5تیتر شد. عمل تیتیراسیون باید با مصرف حدود 

اگر حجم بیشتری اسید مصرف  کلریدریک خاتمه یابد.اسید

                                                           
8FPAse 
9DNS 
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توان به آن سود اضافه نمود تا تیتراسیون با همان مقدار شد، می

گرم سود معادل  2ی پایانی برسد. هر اسید ذکر شده، به نقطه

 (.6) است N 1/0کلریدریک اسید ml 1است با مصرف 
 

 ی کنترل سوبسترانمونه -2-4-3

هستند بجز محلول ی ترکیبات، حاضر در این نمونه، همه

آنزیمی استخراج شده و هدف از آن کنترل خطای ناشی از 

سوبسترای مورد استفاده یعنی کاغذ صافی واتمن است. در 

واقع میزان قند احیای موجود در کاغذ صافی واتمن را نشان 

 mM50بافرسیترات  mL 5/1ی این نمونه،دهد. برای تهیهمی

 mg 50شد و  دار ریختهی آزمایش درپیچدر لوله

 کاغذصافیواتمن لوله شده و درون بافر قرار داده شد.
 

 ی کنترل آنزیمنمونه -2-4-4

در این نمونه، تمام ترکیبات آزمایش اصلی، حاضر هستند بجز 

کاغذ صافی واتمن و هدف از آن، کنترل خطای ناشی از خود 

معنی که با این محلول آنزیمی استخراج شده است. بدین

ن قندهای احیای موجود در محلول آنزیمی آزمون میزا

گیری شده و از میزان قند احیای تولید استخراج شده اندازه

شود و بدین گیری فعالیت آنزیمی کم میشده طی اندازه

ترتیب تأثیر خطای ناشی از حضور قند احیا در محلول آنزیمی 

شود(. نمونهکنترلآنزیم شامل استخراج شده از بین برده می

mL 1  بافرسیتراتmM50  وmL 5/0 .محلول آنزیمی بود 
 

 ی شاهدنمونه -2-4-5

نمونه ی شاهد برای از بین بردن تأثیر خطای ناشی از بافر 

بافر سیترات  ml 5/1سیترات استفاده شد. این نمونه شامل 

mM 50 دار ریخته شد. بعد پیچی آزمایش دربود که در لوله

زا انجام آزمایش، عدد مربوط به این نمونه نیز از عدد اصلی 

 کم شد تا تأثیر آن از بین رود.
 

 های محلول استاندارد گلوکزنمونه -2-4-6

برای تعیین میزان فعالیت آنزیمی باید منحنی استاندارد گلوکز 

های استاندارد ار در ابتدا باید محلولرسم شود. برای این ک

گلوکز تهیه شوند. ابتدا یک گرم گلوکز بدون آب در یک 

 mMلیتری ریخته شد و با بافر سیترات میلی 100بالن حجمی 

به حجم رسانده شد. این محلول استاندارد گلوکز است که  50

های مختلف از آن تهیه شد. این با استفاده از بافر سیترات رقت

ها در ها به نحوی تهیه شدند که در نهایت جذب آنترق

لیتر از هر کدام از میلی 5/0باشد. سپس  2/0-8/0ی محدوده

 ml  1دار ریخته شده وپیچی درهای تهیه شده، در لولهرقت

 به آن اضافه شد. mM 50بافر سیترات
 

 FPaseگیری میزان فعالیت آنزیمی اندازه -2-4-7

های لازم، نوارباریکی ازکاغذصافیواتمن محلولی پس از تهیه

( را بریده و لوله کرده و آن را در لوله آزمایش mg 50)حدود

محلول بافر سیترات ml 1دار گذاشته و سپس میزان درپیچ

mM 50  به همراهml 5/0  محلول آنزیمی استخراج شده به آن

ی کنترل ی کنترل آنزیم، نمونهافزوده شد. همزمان نمونه

های محلول استاندارد گلوکز ی شاهد و نمونهسوبسترا، نمونه

دار تهیه شدند. های درپیچهای مختلف نیز در لولهدر غلظت

ها به مدت زمان های آزمایش بسته شد و تمام نمونهدرب لوله

معرف  ml 3قرار گرفتند. سپس  C°50ساعت در دمای  1

DNS ر حمام آب دقیقه د 5ها افزوده شده و به مدت به آن

جوش قرار داده شدند. پس از آن در حمام آب و یخ خنک 

شده، به میزان مناسب رقیق شده و بخوبی مخلوط شدند و 

 Algilent Technologies Caryسپس با اسپکتروفوتومتر )

60 UV-visنانومتر قرائت  540ها در طول موج ( جذب نمونه

استاندارد  شد. با توجه به اعداد بدست آمده برای محلول ها

گلوکز، منحنی استاندارد با دو محور جذب در مقابل غلظت 

ی ، رسم شد و با استفاده از معادله(mg/0.5 ml)گلوکز 

حاصله از آن، غلظت گلوکز تولید شده طی واکنش آنزیمی 

 های مورد آزمایش محاسبه شد.برای سایر نمونه

 فعالیت ،محاسبه(mg/0.5 ml)آنزیم  غلظت پس از محاسبه

 انجام شد: ازفرمول بااستفاده آنزیم

A × (a + b)/ 0.5 × C× t × 0.18 =آنزیمی فعالیت
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 aغلظت آنزیم محاسبه شده از منحنی استاندارد،  Aکه در آن 

 Cمیزان آب افزوده شده طی استخراج،  bمیزان آب سوبسترا، 

، 16، 22) باشددقیقه می 60زمان  tوزن ماده خشک سوبسترا و 

باید توجه کرد که غلظت به دست آمده از منحنی  (.6

استاندارد گلوکز برای میزان قند احیای تولید شده طی 

ش، پس از کسر شدن مقادیر محاسبه شده مربوط به واکن

های شاهد، کنترل سوبسترا و کنترل آنزیم در فرمول بالا نمونه

قرار گرفته و در محاسبات تعیین میزان فعالیت آنزیمی استفاده 

شد. بدین ترتیب غلظت گلوکز آزاد شده در اثر فعالیت 

در ساعت  1آنزیمی سلولاز بر کاغذ صافی واتمن در مدت 

 به دست آمد.  C°50دمای 
 

 سازی میزان رطوبت محیط کشتبهینه -2-5

ی سازی میزان رطوبت محیط کشت، از یک بازهبرای بهینه

درصد استفاده  77و  74، 71، 68، 65ی رطوبتی در محدوده

شد. شرایط عبارت بودند  نظر گرفتهشد. سایر شرایط ثابت در

روز، حضور  3گذاری گرمخانه، مدت زمان C35°از دمای 

اسپور در  710فسفر در محیط، تلقیح با میزان اسپور 

گرم سوبسترای )سبوس، پوست و کاه  5ابتدا  .(19)لیترمیلی

برنج( در ارلن توزین شد. سپس میزان آب لازم برای رسیدن به 

هم زده های ذکر شده به آن افزوده شده و به خوبی بهرطوبت

توکلاو سترون شد و پس از سرد شدن، شد. پس از آن در ا

لیتر به آن اسپور در میلی 710سوسپانسیون اسپوری با غلظت 

هم زده شد تا غلظت اسپور در کل افزوده شد و به خوبی به

 C35°روز در دمای  3سوبسترا یکنواخت باشد. سپس به مدت 

گیری میزان گذاری شد. پس از آن استخراج و اندازهگرمخانه

شرح  قبلنزیم سلولاز تولیدی مطابق آنچه در بخش فعالیت آ

 5دست آوردن نتایج مربوط به داده شد انجام گرفت. پس از به

درصد مختلف رطوبت، آنالیز آماری برای تعیین میزان رطوبت 

بهینه انجام گرفت و پس از تعیین میزان رطوبت بهینه، در 

محیط  سازی میزان فسفر دری بعدی کار که هدف بهینهمرحله

 کشت بود، از رطوبت بهینه استفاده شد. 
 

 سازی میزان فسفر محیط کشتبهینه -2-6

سازی میزان فسفر محیط از برای بهینه

( استفاده شد. برای این 4HPO2Kپتاسیم )دیهیدروژنفسفات

 5و  4، 3، 2، 1ی پتاسیم در محدودهدیهیدروژنکار از فسفات

ای گرم در لیتر استفاده شد. رطوبت محیط همان رطوبت بهینه

ی قبل به دست آمد و سایر شرایط مانند بود که از مرحله

، C35°باشد : دمای قسمت قبل ثابت بود که به شرح زیر می

 710روز، تلقیح با میزان اسپور  3گذاری همدت زمان گرمخان

میزان فسفر بهینه در این مرحله تعیین  .(20) لیتراسپور در میلی

 .شد
 

 هاتجزیه و تحلیل داده -2-7

ها در سه تکرار انجام شده و جهت مطالعه وجود تمام آزمایش

دار بین تیمارهای مختلف، از تجزیه اختلاف آماری معنی

ای دانکن استفاده آزمون چند دامنه ( وANOVAواریانس )

ها با استفاده از شد. در تمام مراحل تجزیه و تحلیل آماری داده

سازی شرایط کشت بهینهصورت گرفت. 18SPSSنرم افزار 

سطح و با روش بررسی یک متغیر در هر زمان انجام  5در 

 گرفت.
 

 نتایج و بحث -3

ی تخیمر حالت جامد و توسط تولید سلولاز با استفاده از سامانه

ی قارچ تریکودرما ریزئی در این مطالعه بررسی شد. سویه

روی  Bارچ با نام تریکودرما ریزئیی این قیافتهجدید جهش

ضایعات برنج که مخلوطی از هر سه سوبسترای کاه برنج، 

سبوس برنج و پوست برنج به نسبت مساوی بود، کشت داده 

شد. با توجه به اهمیت فراوان میزان رطوبت سوبسترا در 

میزان سازی شد. ی تخمیر حالت جامد، این پارامتر بهینهسامانه

نشان داده  1یین شد. همانطور که در جدول رطوبت بهینه تع

درصد با افزایش مقدار  65رطوبت مقدار شده است، از 

رطوبت میزان فعالیت سلولازی افزایش یافت تا این که در 

درصد بیشترین میزان فعالیت آنزیمی حاصل شد و  74رطوبت 
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آنزیمی را نشان داد لذا میزان رطوبت بهینه برای داشتن حداکثر درصد نتایج کاهش فعالیت  77پس از آن در میزان رطوبت 

درصد محاسبه شد. نتایج در جدول  74فعالیت سلولازی همان 

( و فعالیت سلولازی را K2HPO4ارتباط میان میزان فسفر ) 2

گرم در لیتر  2دهد. نتایج نشان داد که در میزان نشان می

K2HPO4 بیشترین فعالیت سلولازی وجود داشت. البته در

داری مشاهده نشد اما در گرم در لیتر نیز اختلاف معنی1مقدار 

تر شد و در گرم در لیتر میزان فعالیت آنزیمی کم 4و  3مقادیر 

میزان فعالیت سلولازی در K2HPO4گرم در لیتر  5مقدار 

  کمترین مقدار خود قرار گرفت. لذا با توجه به این موضوع

ی املاح به عنوان مقدار بهینهK2HPO4گرم در لیتر  2مقدار 

نتایج نشان داد با افزایش درصد رطوبت از  فسفره انتخاب شد.

تا جایی  به تدریج میزان فعالیت سلولازی نیز افزایش یافت 65%

به حداکثر فعالیت آنزیمی رسید و بعد از آن در  %74که در 

های افت فعالیت سلولازی مشاهده شد. نتایج پژوهش 77%

را مورد تأیید  %70یدیگر نیز میزان رطوبت بهینه در محدوده

( نتایجی 2007دهند. برای مثال لطیفیانو همکاران )قرار می

. علت را (19) بقت داردگزارش نمودند که بانتایج حاضر مطا

طور تفسیر نمود که با افزایش رطوبت تا حد توان اینمی

تر خاصی، شرایط برای رشد قارچ و تولید آنزیم مناسب

گردد لذا افزایش فعالیت سلولازی مشاهده شد اما افزایش می

بیش از حد رطوبت منجر به پر شدن خلل و فرج سوبسترا در 

و چون هوا در این خلل و فرج  سامانه تخمیر حالت جامد شده

نماید، پر حضور دارد و اکسیژن مورد نیاز قارچ را تأمین می

ها از آب، موجب کمبود اکسیژن در سامانه شدن آن مکان

 یابد.شده لذا فعالیت سلولازی کاهش می

 رطوبت سوبسترا و فعالیت سلولازی: ارتباط میزان درصد 1جدول 

 میزان فعالیت آنزیمی FPase(U-1 g dry solid) میزان رطوبت)%(

65 60/0 0/206± c 

68 05/0 0/155± c 

71 01/0 0/747± b 

74 02/0 0/881± a 

77 07/0 0/1317± b 

 .هستنددار ، دارای اختلاف معنی 0/05های دارای حروف کوچک متفاوت در سطحمیانگین

 

 سوبسترا و فعالیت سلولازی ( در4HPO2Kاملاح فسفره ): ارتباط میزان 2جدول 

(1-g l میزان )4HPO2K (g dry solid 1-U )FPase میزان فعالیت آنزیمی 

1 07/0 0/82± ab 

2 1/0 0/98± a 

3 1/0 0/07± b 

4 18/0 ±66/0 b 

5 04/0 ±39/0 c 

.دار هستند، دارای اختلاف معنی 0/05های دارای حروف کوچک متفاوت در سطحمیانگین
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میزان رطوبت در محیط تخمیر حالت جامد، رشد میکروبی و 

دهد. نتایج تأثیر محصول را تحت تأثیر قرار می 10تولید زیستی

دهد که رطوبت رطوبت بر میزان فعالیت سلولازی نشان می

را افزایش  ی بهتر از سوبسترا توسط ریزاندامگانامکان استفاده

دهد و کارایی انتقال جرم در ذرات فاز جامد به می

خصوصیات سوبسترا و میزان رطوبت مناسب تحت شرایط 

ی تخمیر حالت جامد، وابسته است. اما افزایش سامانهرشد در 

بیش از حد میزان رطوبت بر تولید آنزیم تأثیر منفی دارد. زیرا 

آب زیادتر از حد بهینه، موجب کاهش سطح تماس ذرات 

کند که منجر به کاهش تر میشده و فیلم آب را ضخیم

شود. میزان رطوبت زیر حد بهینه دسترسی هوا به ذرات می

وجب کاهش حلالیت مواد مغذی سوبسترای جامد شده و م

در  (.15) سوبسترا را نیز کاهش می دهد 11جذب آب و تورم

سازی تولید ، بهینه2007ی سینگهانیا و همکاران در سال مطالعه

سلولاز در سامانه تخمیر حالت جامد توسط 

ها از سبوس انجام گرفت. آن RUTC30تریکودرماریزئی

قیمت استفاده نمودند. گندم به عنوان سوبسترای ارزان

گذاری با سازی پارامترهای رطوبت و دمای گرمخانهبهینه

انجام شد. بدون در  12استفاده از روش طراحی ترکیب مرکزی

گذاری، حداکثر میزان بازده سلولاز نظر گرفتن زمان گرمخانه

درصد به دست آمد و تغییر در  38و  37در میزان رطوبت بین 

ی مورد نظر را تغییر نداد که میزان رطوبت سوبسترا، دمای بهینه

باشد. کنش میان این دو پارامتر میی عدم برهمدهندهنشان

نتایج حاصل از این پژوهش میزان کمتری از رطوبت را برای 

ش تولید بهینه گزارش کرده است که این تفاوت با نتایج پژوه

 باشد.حاضر، به دلیل تفاوت در نوع سوبسترای به کار رفته می

میزان رطوبت بهینه برای رشد ریزاندامگان در فرآیند تخمیر 

حالت جامد، با توجه به سوبسترای مورد استفاده متغیر است، 

سوبستراها متفاوت است و این  13زیرا ظرفیت نگهداری آب

                                                           
1 0Biosynthesis 
1 1Swelling 
1 2Central composite design 
1 3Water holding capacity 

در  (.27) دارد (waداری بر فعالیت آبی )موضوع تأثیر معنی

گرم  2أثیر فسفر بر میزان فعالیت سلولازی، در مقدار رابطه با ت

میزان فعالیت آنزیمی حاصل  بیشترین4HPO2Kدر لیتر 

البته همانطور که از نتایج مشخص است میزان تأثیر نمک شد.

ی میزان رطوبت نیست و رطوبت عامل فسفره به اندازه

دز سایر  باشد.فعالیت سلولازی میتری در میزان تأثیرگذار مهم

ی مواد معدنی تحت عنوان محلول ها تأثیر مجموعهپژوهش

همچنین در پژوهشی (.20) مندل مورد بررسی قرار گرفته است

انجام شد محیط برای  2006و همکاران در 14هائوکه توسط 

-WXی تریکودرما ریزئییافتهتولید سلولاز توسط جهش

سازی شد. سبوس با استفاده از روش سطح پاسخ بهینه112

ای پاره و4PO2KHگندم سوبسترای مورد استفاده بود که با 

تیمار شاهد  سازی شده بود که در مقایسه بامواد دیگر غنی

برخی  .(17) ش فعالیت سلولازی را موجب شدافزای

پژوهشگران تأثیر مثبت منبع فسفر بر فعالیت سلولازی را 

ها از منابع فسفر مختلف استفاده کردند. کردند. آنگزارش 

 2با میزان  2014ی دوت و کومار در سال برای مثال در مطالعه

گرم در لیتر فسفات دی هیدروژن پتاسیم بیشترین میزان فعالیت 

سلولازی در مقایسه با سایر منابع فسفر حاصل شد که با نتایج 

ای که توسط هدر مطالع .(15) پژوهش حاضر مطابقت دارد

انجام شد مواد معدنی در  2016عبداله و همکاران در سال 

قالب محلول به سوبسترای جامد اضافه شدند. فسفات هیدروژن 

دی پتاسیم نیز در این محلول وجود داشت. نتایج حاصل از 

داری بر پژوهش آنان نشان داد افزودن مواد معدنی تأثیر معنی

تفسیر آنان، کافی بودن میزان  افزایش میزان سلولاز نداشت که

مواد معدنی در سوبسترای مورد استفاده )ضایعات جامد 

دنی جدید وجود عشهری( بود که نیازی به اضافه کردن مواد م

سازی بر میزان با توجه به تأثیر مثبت بهینهدر پایان .(5) نداشت

شود سایر پارامترهای مؤثر بر فعالیت سلولازی، پیشنهاد می

 سلولازی نیز بهینه سازی گردند.فعالیت 

                                                           
1 4Hao 
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 گیرینتیجه -4

ی جدید سویهدر این مطالعه تولید سلولاز با استفاده از یک 

برای تولید  Bی قارچی انجام شد. تریکودرماریزئییافتهجهش

ی تخمیر حالت جامد و با کاربرد ضایعات سلولاز در سامانه

برنج )سبوس، پوست و کاه برنج( مورد استفاده قرار گرفت. 

ی تخمیر قیمت کشاورزی در سامانهکاربرد ضایعات ارزان

افزوده مانند با ارزش حالت جامد منجر به ایجاد محصولات

ی شود. برای افزایش کارایی سامانهقیمت میهای گرانآنزیم

و تولید بیشتر سلولاز باید متغیرهای موثر بر تولید  یتخمیر

دو فاکتور اصلی موثر . بدین منظور، مورد ارزیابی قرار گیرند

ل میزان رطوبت سوبسترا و وجود مبر میزان تولید سلولاز شا

با استفاده از روش طراحی یک  در محیط کشت املاح فسفره

های سازی شدند. با توجه به ویژگیبهینه متغیر در هر زمان،

ی تخمیر حالت جامد و عدم حضور آب منحصر به فرد سامانه

آزاد در این سامانه، اهمیت میزان رطوبت سوبسترا آشکار 

درصدی میزان  77تا  65در دامنه ی است. نتایج نشان داد 

بیشترین میزان فعالیت سلولازی حاصله مربوط به رطوبت، 

تر و بیشتر از آن میزان بود و در مقادیر کم %74میزان رطوبت 

تر از در مقادیر رطوبت کم ی کاهش یافت.زفعالیت سلولا

کارایی انتقال جرم کاهش یافته و رطوبت مورد نیاز برای  ،هنبهی

یابد شود لذا میزان تولید آنزیم کاهش میارچ تامین نمیرشد ق

ی از سوی دیگر در مقادیر رطوبت بیش از حد بهینه، لایه

رطوبتی ضخیم شده و با پر شدن خلل و فرج میزان دسترسی 

یابد و این امر تاثیر منفی بر کارایی قارچ به اکسیژن کاهش می

فره در محیط حضور املاح فسنتایج نشان داد همچنین دارد. 

بر میزان فعالیت سلولازی حاصله موثر بود و در حضور کشت 

گرم در لیتر بیشترین  2پتاسیم در مقدار دیهیدروژنفسفات

 ،در مقادیر بیشتر از آنفعالیت سلولازی به دست آمد. میزان 

. میزان تاثیر فسفر بر میزان فعالیت سلولازی کاهش یافت

ا بستگی دارد. نتایج سایر فعالیت سلولازی به نوع سوبستر

از غنی ها نشان داد که چنانچه سوبسترای مورد استفاده پژوهش

ها در محیط کشت تاثیری بر املاح معدنی باشد افزودن آن

با توجه به نتایج حاصله و . افزایش تولید آنزیم نخواهد داشت

متغیرهای محیط کشت بر میزان فعالیت دار تاثیر معنی

شود سایر متغیرهای محیطی نیز مورد می پیشنهادسلولازی، 

 سازی شوند.بررسی قرار گرفته و بهینه
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