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 چکیده
 سومین. شود می استفاده ولزسل آبکافت براي که باشد می گلوکوزیداز بتا و اگزوگلوکاناز اندوگلوکاناز، شامل مرکب آنزیمی ،سلولاز
 نوشیدنی، و غذایی مختلف صنایع در وسیعی کاربرد .است داده اختصاص خود به را جهان آنزیم بازار درصد 20 و بوده صنعتی آنزیم

 ا،ام هستند سلولاز تولید داراي توانایی مختلف ریزاندامگان. دارد نساجی و حیوان غذاي ها، شوینده پالپ، و کاغذ زیستی، سوخت
اربردي و صنعتی نمودن در کنقش مهمی  ،هاي تولید از آنجا که کاهش هزینه. باشد می ها گزینه ترین مناسب از یکی ریزئی تریکودرما

بررسی قرار  یعات برنج به عنوان سوبسترا موردضا مطالعه، این درلذا . قیمت اهمیت ویژه دارد فرآیند دارد، کاربرد سوبستراهاي ارزان
نتایج نشان . مقایسه شد رد کونگو آزموناز طریق  ،2416 و 2415 ،2414 ریزئی تریکودرما ي سویه سهتولید سلولاز توسط دا ابت .ندگرفت
 به برنج پوست و کاه سبوس، سوبستراهاي روي کشت ،سپس. بود سلولاز تولید فعالیت بیشترین داراي 2414 ریزئی تریکودرما داد

عنوان بهترین سوبسترا انتخاب  هب ،انسهاي یک با نسبت سوبسترا سه هر ترکیب ، FPAse آزمون با و شده انجام ترکیبی و منفرد صورت
پس از جهش، . و جهش داده شد هدر معرض تابش پرتو گاما قرار گرفت 2414ریزئی  تریکودرمابا هدف افزایش فعالیت آنزیمی،  .شد

نتایج نشان داد یکی . ها اندازه گیري شد سپس میزان فعالیت سلولازي آنآزمون کونگو رد انجام شد و دو کلونی انتخاب شدند و ابتدا 
 .دار داشته است معنی یرو جهش تاثبیشتر از سویه مادر بوده  FPaseي فعالیت ادار ،داري به صورت معنی یافته جهشهاي  کلونیاز 

  .تایید شدو نسل مورد ارزیابی قرار گرفته  9یافته طی  پایداري سویه جهش
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  مقدمه -1
 جهان در پذیر تجدید کربنی منابع ترین فراوان سلولزي، مواد

 آبکافت باید گلوکز واحدهاي به سلولز تبدیل براي. هستند
 سلولاز ،در این فرآیند استفاده مورد آنزیمو شود انجام آنزیمی

 اندوگلوکاناز، شامل مرکب آنزیمی سلولاز .باشد می
 نمودن آبکافت براي که است، گلوکوزیداز بتا و اگزوگلوکاناز

. )23( کنند می عمل گلوکز واحدهاي به آن تبدیل و سلولز
 باشد می جهان در صنعتی ي عمده آنزیم سومین آنزیم این

توده به عنوان  هاي اخیر، استفاده از زیست در سال ).34، 21(
، مورد توجه قرار گرفته ها مناسب براي تولید آنزیم یک منبع

توده سلولولایتیک نام  زیستاز توان  است که از آن جمله می
از این . گیرند برد که براي تجزیه سلولزها مورد استفاده قرار می

شود زیرا مصرف این  کربنی خنثی یاد می دمنبع به عنوان موا
دي اکسید کربن در هوا  چشمگیر جر به افزایشمنابع کربنی من

 را جهان آنزیم بازار کل از درصد 20 سلولاز ).22(د شو نمی
هاي اخیر به دلیل پیشرفت  در سال. است داده اختصاص خود به

توجه زیادي به کاربرد ریزاندامگان هاي  فناوري زیست
 در اي گسترده کاربردهاي وکننده سلولز شده است  زیهجت

 میوه، آب استخراج کاغذ، بازیافت زیستی، سوخت صنایع
، تیمار فاضلاب و حیوان غذاي ها، شویندهصنایع آبجوسازي، 

در حال حاضر سلولاز با   ).34، 32، 25( دارد نساجی صنایع
هاي زیستی با استفاده از تخمیر باکتریایی یا قارچی تولید  روش

ولاز هستند هاي سل کننده ترین تولید ها مناسب قارچ. شود می
ها، یک سامانه سلولازي کامل تولید  زیرا در مقایسه با باکتري

 Soft rotي قارچ  کنند، لذا سلولاز تجاري اغلب از دو سویه می

و با روش تخمیر  آسپرژیلوس نیجرو  تریکودرما ریزئیبه نام 
از آن جا که یکی از ایرادهاي . )8( شود تولید می حالت جامد

باشد،  وري، غلظت پایین محصول نهایی می سامانه تخمیر غوطه
افزودن فرایند . سازي محصول ضرورت دارد لذا خالص

با . شود هاي تولید سلولاز می دستی منجر به افزایش هزینه پایین
وري، محققان براي  بر بودن روش تخمیر غوطه توجه به هزینه
هاي تولید و افزایش میزان سلولاز تولیدي،  کاهش هزینه

 ).38، 19( امانه تخمیر حالت جامد را پیشنهاد نمودندکاربرد س
باشد زیرا  این سامانه روش مناسبی براي تولید سلولاز می

محیطی مشابه با شرایط طبیعی قارچ ها فراهم نموده و نیز مقدار 
ها براي تولید سلولاز  پژوهش. دهد آنزیم تولیدي را افزایش می

درما ریزئی در سامانه با استفاده از آسپرژیلوس نیجر و تریکو
براي مثال . تخمیر حالت جامد با موفقیت گزارش شده است

هنگامی که تریکودرما ریزئی روي کاه گندم در سامانه تخمیر 
 IU/g 430-250حالت جامد کشت داده شد، فعالیت سلولاز 

به دست آمد که این مقدار در مقایسه با فعالیت حاصله از 
درصد  72، حدود )IU/g 250-160(وري  روش تخمیر غوطه

سامانه تخمیر حالت جامد در غیاب آب  ).8(افزایش نشان داد 
گیري در فرایند  ي آب رود لذا هزینه آزاد به کار می

هزینه تولید در . یابد دستی به مقدار زیادي کاهش می پایین
سامانه تخمیر حالت جامد در مقایسه با سامانه تخمیر 

مهم به دلیل مصرف انرژي  این. یابد وري کاهش می غوطه
قیمت  تر و کاربرد سوبستراي لیگنوسلولزي مناسب و ارزان کم
سامانه تخمیر حالت جامد مزایاي دیگري نیز دارد، . باشد می

وري بالاتر تخمیر و نیاز  براي مثال غلظت آنزیم بالاتر، بهره
همچنین . توان ذکر نمود تر به سترون کردن تجهیزات را می کم

زیمی خامی که از سامانه تخمیر حالت جامد به دست محلول آن
سوبستراي توان مستقیما براي آبکافت  آید را می می

انتخاب سوبستراي  ).38، 29( لیگنوسلولزي به کار برد
لیگنوسلولزي از فاکتورهاي اساسی در تخمیر حالت جامد 

قیمت به عنوان  اغلب از ضایعات کشاورزي ارزان. باشد می
کاربرد سبوس برنج ، سبوس گندم، . شود اده میسوبسترا استف

باگاس، پوست سویا ، کاه برنج و چوب ذرت نیز در مطالعات 
 در ).39، 36، ، 31، 29، 19،17، 14( آمیز بوده است موفقیت

 در مطالعاتی توسط تریکودرما ریزئی سلولاز تولید با رابطه
 رايسوبست و سویه انتخاب منظور به جامد حالت تخمیر سامانه
 :شود می اشاره آنها از تعدادي به که است شده انجام مناسب

 تریکودرما ریزئی از استفاده با سلولاز تولید ،1985 سال در

QM9414 شد انجام سوبسترا عنوان به گندم کاه کاربرد با و. 
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 سلولاز بازده در درصدي 72 افزایش یک مطالعه این در
 تخمیر با مقایسه در جامد حالت تخمیر سامانه در تولیدي
 و خیاطی 1381 سال در ).8( آمد دست به وري غوطه

 با لیگنوسلولزي ضایعات از استفاده با سلولاز تولید همکاران،
 از پژوهش این در. دادند انجام را جامد بستر در تخمیر روش
 سوبستراهاي وتریکودرما ریزئی  وآسپرژیلوس نیجر  هاي قارچ
 دو میان در. شد استفاده هار خاك و گندم کاه برنج، کاه

 برخوردار بیشتر تولید توانایی از آسپرژیوس میکروبی، ي سویه
 بهترین برنج کاه استفاده مورد سوبستراهاي میان در. بود

 قارچی هاي سویه توام کشت از استفاده. داشت را کارایی
 ).3( شد بازدهی ي بیشینه حصول براي لازم زمان کاهش سبب

 و ذرت چوب از استفاده با زوئلیا، و نگلیمی ،2004 سال در
 نتایج. نمودند تولید سلولاز ZU-02تریکودرما ریزئی   توسط
 چوب روي شده تولید سلولاز بازده و فعالیت که داد نشان
با توجه به این که  ).21(د بو مقایسه قابل خالص سلولز با ذرت

رایج دومین گروه بزرگ غلات را تشکیل داده و غذاي برنج، 
طی سال یمی از مردم سراسر جهان بوده و تولید جهانی آن ن

 زیر سطح رعت افزایش یافته است به نحوي کهسهاي اخیر به 
مطابق با آخرین آمار ارائه ( 2014 سال در جهانی آن کشت

 تولید و هکتار 162716862 با معادل) شده از سوي فائو
در است و ایران یکی از کشورهاي مهم  بوده تن 741477711

رود و این محصول در ایران نیز دومین  تولید برنج به شمار می
مطابق  1393در سال  گروه عمده محصولات کشاورزي بوده و

هزار هکتار  54با آخرین آمار موجود، سطح زیر کشت آن در 
و از سوي دیگر، بوده است تن  2347291و معادل تولید 

برنج است، بیشترین مقدار ضایعات در میان غلات مربوط به 
       گردد این محصولات آشکارتر می مناسب لزوم کاربرد

ترین محصولات جانبی کشت و فرآوري برنج،  مهم .)10، 1(
ن ترکیبات پتانسیل کاربرد ای. سبوس، پوست و کاه برنج هستند

اي از کاه  در غذاي دام را دارند اما براي مثال قسمت عمده

منجر به ایجاد مشکلات شود و  ده میزبرنج در مزرعه آتش 
قیمت ارزان و حجم بالاي تولید  ).40( گردد محیطی می زیست

ها براي استفاده از ترکیبات  این ضایعات و نیز پتانسیل قارچ
ها به عنوان سوبسترا در  ها، کاربردآن سلولزي موجود در آن

را یر حالت جامد براي تولید سلولاز، هاي تخم سامانه
جا که بهبود بازده تولید آنزیم و  از آن .نماید پذیر می امکان

میکروبی  دافزایش فعالیت آنزیمی تولید شده توسط فرآین
هاي  اهمیت است، پژوهشگران با روش حائزبسیار  یموضوع

رد مطالعه وهاي م مختلف سعی در اعمال جهش بر سویه
سپس نتایج حاصل از جهش را مورد بررسی قرار  واند  داشته
تخمیر حالت جامد، به  سامانه و فناوري زیست کاربرد .اند داده

هنوز در مقیاس  در فرآیند تولید، ها دلیل برخی پیچیدگی
هاي  با توجه به لزوم کاهش هزینه .صنعتی داراي ابهاماتی است

ها و هچنین  جاري تولید، جهت اجرایی شدن این پژوه
 ،این پژوهش هدف ازضرورت بهبود تولید آنزیم سلولاز، 

کاربرد ضایعات بلیت سویه قارچی مورد مطالعه، در بررسی قا
قیمت و انتخاب بهترین ترکیب  برنج به عنوان سوبستراي ارزان

کاه برنج، پوست برنج، سبوس برنج، ترکیب (از ضایعات برنج 
دو به دو و نیز ترکیب سه تایی این سوبستراها با نسبت 

ترین  سبو نیز انتخاب منا ،ها ، در راستاي کاهش هزینه)یکسان
سویه قارچی تریکودرما ریزئی از میان سه سویه مورد بررسی 

  . بوده است) 2416و  2415، 2414تریکودرما ریزئی (
 
  ها مواد و روش -2
  تهیه مواد لازم- 2-1
 وشده  ، آسیابتهیه ایران شمال از برنج کاه و پوست سبوس، 

هاي تریکودرما  سویه). 31( الک شدند 18-14 سایز با مش
 ATCC 60787، 56746( 2414و  2415، 2416ی ریزئ

مورد مواد  .ندتهیه شد 1اسپانیا از کلکسیون کشت) 26921و
آلمان خریداري  سیگماي شیمیایی از شرکتي  نیاز با درجه

. ندشد

                                                           
1-Coleccion  Espanola  De  Cultivos Tipo 
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  محاسبه ترکیبات شیمیایی سوبستراها- 2-2
تا  Cº 100ي استفاده از آون با دما( میزان رطوبت محاسبه

گرم نمونه  2سوزاندن ( ، خاکستر)وزن ثابترسیدن نمونه به 
 Cº 500 روي شعله و سپس استفاده از کوره الکتریکی با دماي

گیري  روش خشک اندازه(، چربی )تا خاکستر شدن نمون ها
) روش کلدال(و پروتئین ) چربی با استفاده از سوکسله

هاي سبوس برنج،کاه برنج و پوست برنج مطابق روشهاي  نمونه
  ).2( گیري ترکیبات شیمیایی انجام شد اندازه آزمون هاي

  
هاي تریکودرما  سازي و پاساژ دادن سویه فعال- 2-3

  ریزئی 
شرایط در  2414و  2415، 2416 سویه هاي يحاو يها آمپول

ساعت  نیشده و چند ختهیر اسپتیکآب مقطر ، در اسپتیک
و  PDA١ طیمح يها رو هیاز هرکدام از سو سپس. نددنما یباق

PCAيکشت داده شد و در دماها ٢ C°25  وC°37 ) در اولی
پس از . گذاري شد گرمخانه) دومی در تاریکی معرض نور و

و اطمینان از  ها  هیلازم جهت فعال شدن سو زمان مدت یط
 ،PDA رشد کرده بر يها هیسوا ، مجددها عدم آلودگی آن

  .دپاساژ داده شدن
  
  زیمی فعالیت آن بالاترین با اي سویه انتخاب- 2-4

 ي یافته جهش ي سویه شامل دو هاي مورد آزمایش سویه

 نیز و 2415 تریکودرما ریزئی و 2414 تریکودرما ریزئی
 کشت محیط روي2416 تریکودرما ریزئی طبیعی ي سویه

براي انجام آزمون کونگو رد مخصوص کونگو رد تست، 
 تلقیح از قارچ کشت براي .شدند داده کشت تست،

). 19، 17، 12( شد استفاده سوبسترا روي اسپوري سوسپانسیون
براي انجام آزمون کونگو رد تست ابتدا محیط کونگو رد تهیه 

  :این محیط شامل ترکیبات زیر می باشد. شد
 NaNO3 (٣ g L-1); K2HPO4 (١ g L−1); MgSO4 
( ۵/٠  g L−1); KCl ( ۵/٠  g L−1); FeSO4 7H2O ( ٠١/٠  
mg L−1); agar (٢٠ g L−1); CMC (۵ g L−1). 

                                                           
1-Potate Dextrose Agar 
2- Plate Count Agar 

pH  ن وتنظیم شده و محیط پس از استریل در 5محیط روي
 PDAاز هر کدام از سویه ها روي محیط . پلیت ریخته شد

 دماي گذاري در روز گرمخانه 8کشت داده شده و پس از 
C°25کشت جدا شده  محیط از متر میلی 6 قطر با هایی ، دایره

. شد محیط کونگو رد قرار داده حاوي هاي پلیت و در مرکز
میلی لیتر  C°25 ،10دماي در گذاري گرمخانه روز7پس از 

پس از . به آن افزوده شد) گرم در لیتر 5/2(معرف کونگو رد 
ساعت در یخچال نگه  24مولار شسته و  NaCl 1دقیقه با  15

سپس قطر کلونی رشد کرده و قطر هاله شفاف . داشته شد
  ).11(گیري شد  ایجاد شده اندازه

  
  سوبستراي مناسبانتخاب - 2-5

 .در این پژوهش از ضایعات برنج به عنوان سوبسترا استفاده شد
، موجود ترکیباتانتخاب سوبستراي مناسب از میان براي 
 سوبستراهاي از ترکیب 7 روي منتخب در مرحله قبل، ي سویه

 از% 50 نسبت برنج، پوست و برنج کاه برنج، سبوس( مختلف
سه تایی  ترکیب و دو به دو صورت به سوبستراها از کدام هر

 انتخاب کشت داده شد و) سوبسترا سه هر از به میزان مساوي
 گیري فعالیت آنزیمی از طریق اندازه سوبسترا بهترین

)FPaseگرم از سوبستراهاي  5براي این کار  .انجام شد )٣
 میزان آب. مختلف توزین و درون ارلن دهان گشاد ریخته شد

به آن ها اضافه و ) حاسبه شده بودکه در مرحله قبل م(لازم 
سپس سوبستراي مرطوب وارد اتوکلاو . خوب به هم زده شد

تا دقیقه اتوکلاو شد  20به مدت  C 121°و در دماي شد 
ن، به عبارتی پیش تیمار حرارتی تحت شد اسپتیکعلاوه بر 

فشار بخار نیز بر آن انجام گیرد و شرایط براي رشد قارچ 
لیتر سوسپانسیون  میلی 1 ز آن تلقیح با پس ا. تر گردد فراهم

و  انجام شدهلیتر  اسپور در میلی 5/2×107اسپوري با غلضت 
 C° دماي با انکوباتور در روز 6 مدت پس از مخلوط شدن، به

  ).31، 19( قرار گرفتند 25

                                                           
3- Filter Paperase (Filter Paper Assay) 
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 ولازلسگیري فعالیت آنزیمی  استخراج و اندازه- 2-6
  تولیدي

برابر وزن آن آب  5ه شده و ابتدا وزن توده تخمیر شده محاسب
مقطر به ارلن ها اضافه شد و سپس روي دستگاه همزن 

دور  اب )MR 3001 k Heidolph Germany(مغناطیسی 
سپس به . دقیقه به هم زده شد 30به مدت  1دور در دقیقه 700

 30K-3(سانتریفیوژ شده g  10000در دور دقیقه  15مدت 

sigma Germany( ه عنوان آنزیم و مایع شفاف رویی ب
گیري فعالیت  براي اندازه ).19(استخراج شده، جداسازي شد 

محلول آنزیمی استخراج شده، از معرف دي  FPAseآنزیمی 
 نوار ).26، 12( استفاده شد) DNS(نیترو سالیسیلیک اسید 

را در لوله ) mg  50حدود(  واتمن صافی کاغذ باریک
به  mM 50 محلول بافر سیترات mL 1آزمایش گذاشته و 

محلول آنزیمی استخراج شده به آن افزوده  mL 5/0همراه 
و  mM50 ت سیترا بافر mL 1آنزیم شامل  کنترل نمونه. شد

mL 5/0 سوبسترا حاوي  کنترل نمونه. محلول آنزیمی بود
mL 5/1 ت سیترا بافر mM50 واتمن بود و  صافی و کاغذ

نظر  در mM  50 سیترات بافر mL 5/1نمونه شاهد شامل 
قرار گرفته و  C°50ساعت در دماي  1ها  نمونه. گرفته شد

 5ها افزوده شده و به مدت  به آن DNSمعرف  mL 3سپس 
سپس در حمام آب و . دقیقه در حمام آب جوش قرار گرفتند

 Algilent Technologies(یخ خنک شده و با اسپکتروفوتومتر 

Cary 60 UV-vis (انومتر ن 540ها در طول موج  جذب نمونه
 ،(mg/0.5 mL)آنزیم غلظت پس از محاسبه. قرائت شد

  :انجام شد فرمول از استفاده با آنزیمی فعالیت محاسبه
  
  A × (a + b)/ 0.5 × C× t × 0.18  =فعالیت آنزیمی  

 aغلظت آنزیم محاسبه شده از منحنی استاندارد،  Aکه در آن 
 Cراج، میزان آب افزوده شده طی استخ bمیزان آب سوبسترا، 

  .باشد دقیقه می 60زمان  tوزن ماده خشک سوبسترا و 
  
 

                                                           
1-RPM 

  اعمال جهش بر سویه منتخب- 2-7
کونگو رد تست، بر آزمون ي قارچی منتخب از  در ابتدا سویه

کشت داده شده و پس از گذراندن دروه  PDAروي 
اسپور در  5/2×107(گذاري، سوسپانسیون اسپوري  گرمخانه
میلی لیتر از سوسپانسیون  5مقدار  .از آن تهیه شد) میلی لیتر

پس از آن . ریخته شد اسپتیکلوله درپیچ دار  3اسپوري در 
ها در سازمان انرژي اتمی، تحت تابش پرتوي گاماي  لوله

  . گري قرار گرفتند 800 مقدار دوزبا  60کبالت 
  
هاي تریکودرما ریزئی  غربال کردن جهش یافته- 2-8

2414  
هاي سریالی از سوسپانسیون  رقتدا تابپس از اعمال جهش، 

کشت داده  PDAجهش یافته، تهیه شده و بر روي محیط 
هدف از این کار بدست آوردن کلونی هایی بود که به . شدند

پس از گذشت . لحاظ ظاهري قابل تفکیک از یکدیگر باشند
هاي  ، کلونیC 25° در دماي گرمخانهروز در  3زمان مدت 
سازي شدند  انتخاب شده و خالصو با ظاهر متفاوت، تر  بزرگ

در مرحله . کشت داده شدند PDAو مجددا بر روي محیط 
کونگو رد  آزمونتر،  بزرگ هاي اول پس از کشت کلونی

اي که نسبت  سویه سه ،آزمونبر اساس نتایج آن . انجام شد
 ،داشتندنسبت به قبل از جهش قطر هاله به کلونی بزرگتري 

  ).20( ندانتخاب شد
  
  پس از اعمال جهش گیري فعالیت آنزیمی ازهاند-2-9

ي و آزمون کونگو گرهاي انتخاب شده از مرحله غربال کلونی
کشت داده شدند و در دماي  PDAابتدا بر روي محیط رد، 
°C 25  سپس براي . گذاري شدند روز گرمخانه 8به مدت
ها، سوسپانسیون  گیري فعالیت آنزیمی این جهش یافته اندازه

بر  لیتر تهیه شد و اسپور در میلی 5/2×107لظت اسپوري با غ
طی پس از وبستراي مورد نظر کشت داده شدند و روي س

نزیم آ، C 25° در دماي  گذاري گرمخانه روز 6زمان  مدت
 .گیري شد استخراج و فعالیت آنزیمی اندازهها  از آنتولیدي 
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  یافته  بررسی پایداري سویه جهش- 2-10
که داراي فعالیت (یافته برتر  پس از انتخاب سویه جهش

پایداري آزمون ، )آنزیمی بیشتري نسبت به سویه مادر بود
، یافته ي جهش براي اطمینان از پایداري سویه. سویه انجام شد

سوبستراي (نسل بر محیط کشت جامد  9ي مورد نظر طی  سویه
 )FPase(کشت داده شده و میزان فعالیت آنزیمی ) بهینه

براي افزایش دقت و اطمینان . گیري شد ازهسلولاز تولیدي اند
یافته در محیط کشت تخمیر حالت  از پایداري سویه جهش

جامد، ابتدا وزن مشخصی از سوبستراي بهینه در ارلن ریخته 
اسپور در  5/2×107شده و با سوسپانسیون اسپوري با غلظت 

 با انکوباتور در روز 6پس از آن به مدت . لیتر  تلقیح شد میلی
گذاري،  پس از طی زمان گرمخانه. قرار گرفت C 25° يدما

ابتدا کشت نسل دوم با تلقیح حجم مشخصی از درون ارلن 
بدین صورت که درون ارلن دوم وزن . نسل اول انجام گرفت

مشخصی از سوبستراي جامد تازه قرار داده شد و پس از 
شدن با حجم مشخصی از نسل اول تلقیح شد و به  اسپتیک

سپس آنزیم . گذاري شد در همان شرایط گرمخانه روز 6مدت 
تولیدي نسل اول استخراج شده و فعالیت آنزیمی آن 

در ادامه، نسل سوم با استفاده از سوبستراي . گیري شد اندازه
جامد تازه و تلقیح با حجم معین از نسل دوم انجام گرفته و 

 انجام این روند تا. سپس آنزیم تولیدي نسل دوم استخراج شد
  ).20( نسل تکرار شد 9
  
  ها تجزیه و تحلیل داده- 2-11

جهت مطالعه وجود در سه تکرار انجام شده و  هاتمام آزمایش
دار بین تیمارهاي مختلف، از تجزیه  اختلاف آماري معنی

اي دانکن استفاده  و آزمون چند دامنه )ANOVA(واریانس 
ستفاده از ها با ا در تمام مراحل تجزیه و تحلیل آماري داده. شد

  .صورت گرفت 18SPSSنرم افزار 
  
 و بحث نتایج -3

ترکیبات شیمیایی سوبستراها انجام شده و نتایج در  گیري اندازه
در این رابطه باید گفت نتایج به . آورده شده است 1جدول 

، 5( دست آمده با نتایج گزارش شده توسط سایر پژوهشگران
موجود، طبیعی و به  هاي که البته تفاوت قابل مقایسه است )18

دلیل تفاوت در نوع برنج مورد استفاده در تولید ضایعات 
   .باشد کاربردي، زمان برداشت و شرایط محیطی می

  
  ترکیبات شیمیایی سوبستراهاي کاه برنج، سبوس برنج و پوست برنج - 1جدول 

رطوبت(%)  نمونه چربی(%)  خاکستر   

297/4 ± 223/0 کاه برنج
a

 71/12  071/0 ±
a

 39/0  177/0 ±
a

 

967/7 پوست برنج  335/0 ±
c

 53/14  0±
c

 57/3  226/0 ±
b

 

712/6 سبوس برنج  022/0 ±
b

 51/14  035/0 ±
b

 71/10  035/0 ±
c

 

  .، را نشان می دهندa £ 05/0 در هر ستون میانگین هاي داراي حروف متفاوت، معنی داري در سطح

  
ي میزان  گیري میزان رطوبت سوبستراها براي محاسبه اندازه

رطوبت لازم در سامانه تخمیر حالت جامد، مورد استفاده قرار 
تعیین دقیق میزان رطوبت لازم براي سامانه تخمیر . گرفت

تر از  حالت جامد اهمیت بسیار دارد، چنانچه میزان رطوبت کم
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حد لازم باشد، رشد قارچ در حد مطلوب نبوده و دسترسی 
بد و در نتیجه محصول مورد یا ها به مواد مغذي کاهش می قارچ

اگر میزان رطوبت بیشتر از  ،شود نظر با راندمان کم تولید می
حد لازم باشد، سبب پر شدن خلل و فرج شده و فضاي 
اکسیژن را اشباع کرده و در نتیجه قارچ با کمبود هوا مواجه 

لذا تعیین میزان دقیق رطوبت در شروع کار اهمیت . شود می
 براي لازم رطوبت میزان براي محاسبه). 35، 27(خاص دارد 

) 19(ها  با توجه به نتایج سایر پژوهش ابتدا سوبستراها، در
 زمان طی از پس اما ،شد داده تشخیص مناسب اي اولیه مقادیر

 میزان مجددا و یافت کاهش محیط آب گذاري، گرمخانه
در نهایت مقادیر رطوبت براي کاه،  .شد محاسبه لازم رطوبت

پوست و -سبوس، کاه-پوست، کاه-، سبوسپوست، سبوس
 %55، 65، 65، 55، 55، 55، 80تیب هر سه سوبسترا به تر

میزان رطوبت لازم براي کاه برنج،  .مطلوب تشخیص داده شد
به دلیل توانایی بیشتر این سوبسترا در جذب آب، بیشتر بود در 

در . تندشکه سبوس و پوست برنج شرایط مشابهی دا حالی
ترکیبات دوتایی که کاه برنج وجود داشت نیز میزان جذب 

در  .ب بیشتر شده و درصد بالاتري رطوبت مورد نیاز بودآ
برد سوبستراهاي رهاي مشابه انجام شده و با کا پژوهش

گوناگون، میزان رطوبت لازم بسته به نوع سوبستراي 
 تخلخل و سطح. لیگنوسلولزي مورد استفاده، متفاوت است

ي مخصوص ذرات جامد، کارایی نفوذ هوا و ظرفیت نگهدار
، لطیفیان و 2007در سال  ).38(دهد  آب را تحت تاثیر قرار می

همکاران به ارزیابی شرایط کشت براي تولید سلولاز با استفاده 
در  Trichoderma reeseiي  ي جهش یافته از دو سویه

رد استفاده ي مواسوبستر. سامانه تخمیر حالت جامد پرداختند
مناسب % 55-70ها، سبوس برنج بود و میزان رطوبت  آن

گزارش شد که با نتایج به دست آمده در این پژوهش مطابقت 
سازي  بهینه ، مایوریا و همکاران،2012در سال . )19( دارد

شرایط سامانه تخمیر حالت جامد براي تولید سلولاز با استفاده 
. انجام دادند را Trichoderma reesei NCIM992از 

سوبستراي مورد استفاده کاه برنج، باگاس نیشکر و سبوس 

در  .)24( بهینه گزارش شد%  70گندم بود و میزان رطوبت 
، بریجوانی و همکاران با استفاده از سامانه تخمیر 2010سال 

و  Trichoderma reeseiحالت جامد و مخلوط کشت 
Aspergillus oryzae در این . تندبه تولید سلولاز پرداخ

به ) 1: 4(مطالعه از مخلوط پوست لوبیاي سویا و سبوس گندم 
که  بود%  70یزان رطوبت بهینه معنوان سوبسترا استفاده شد و 

آب سوبسترا و  به دلیل تفاوت ،وهشژلاف با نتایج این پتاخ
با توجه به اینکه انتخاب  ).27، 24، 19( باشد پیوندي می

ترین فاکتورها در  اسب، از مهمي قارچی من سوبسترا و سویه
ي پژوهش  در ادامه ،)35(باشد  سامانه تخمیر حالت جامد می
. تر انتخاب شد ي مناسب سویه ،با استفاده از آزمون کونگو رد

طور که در شکل  همان .نشان داده شده است 1نتایج در شکل 
 2414ي تریکودرما ریزئی  مشخص است با وجودي که سویه

ي شفاف تشکیل  ي داشته، اما نسبت قطر هالهقطر کلونی کمتر
قطر هاله . ي دیگر بیشتر است شده به قطر کلونی از دو سویه

گیري  شفاف و کلونی تشکیل شده در محیط کونگو رد اندازه
نشان داده شده  ،این آزموننتایج مربوط به  2در جدول شده و 

  . است

  
ی نتایج آزمون کونگو رد براي سه سویه قارچ - 1شکل 

هاي تریکودرما  از راست به چپ به ترتیب سویه(مختلف 
  )2414و  2415، 2416ریزئی 

  
 2414زمون، تریکودرما ریزئی آبر اساس نتایج حاصله از این 

بالاترین فعالیت سلولازي را داشته و براي ادامه پژوهش مورد 
هاي مختلف از تریکودرما  زیر سویه. استفاده قرار گرفت
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براي تولید سلولاز مورد استفاده قرار  شگرانتوسط پژوهریزئی 
   هاي تریکودرما هاي مختلف، از زیرسویه در پژوهش اند گرفته

 تریکودرما  ، ZU-02ریزئی  تریکودرما ،QM9414ریزئی 

 تریکودرما  ، MCG77ریزئی  تریکودرما ،RUTC30ریزئی 
   و PTCC 5142ریزئی  تریکودرما  ،HY07ریزئی 

، 13، 8، 4( است هاستفاده شد NCIM992ریزئی  تریکودرما
19 ،21 ،36  ،41.(   
  

  رد کونگو آزمون جینتا - 2جدول 
قطر کلونی ) سویه cm) (  شفافقطر هاله cm)  قطر کلونی/ قطر هاله شفاف  

2414 5/2  75/3  085/0 ± 53/1
c

 

2415 97/3  5 26/1   036/0 ±  
b

 

2416 35/5  05/6  13/1  ±  02/0  
a

 

  .دھند ، را نشان میa £ ٠۵/٠ داری در سطح رای حروف متفاوت، معنیھای دا میانگین

  
تریکودرما ي  سویه کشت از حاصل آنزیمی ، فعالیت3جدول 
بر اساس . دهد مختلف را نشان می سوبستراهاي بر 2414ریزئی 

مورد نظر بر روي مخلوطی  ي که سویه ینتایج حاصله، هنگام
به (رنج و پوست برنج از هر سه سوبستراي کاه برنج، سبوس ب

کشت داده شد، بیشترین ) نسبت هاي مساوي از هر کدام
به نظرمی رسد حضور کاه . فعالیت آنزیمی حاصل شده است

تار فیزیکی خو سا برنج در سوبسترا به دلیل استحکام بیشتر
تري ایجاد کرده و از  این ماده، ساختار مناسب تر مستحکم

نماید که این مهم  ي میفشرده شدن مجموعه سوبسترا جلوگیر
منجر به حفظ خلل و فرج موجود و در نتیجه وجود میزان 

و رشد بهتر قارچ ي قارچ مورد استفاده  براي استفاده ،کافی هوا
همچنین توانایی کاه . گردد و تولید بیشتر آنزیم سلولاز می

آب بیشتر  نگهداريمنجر به  ،براي افزایش جذب آببرنج، 
. نماید کمک میامر نیز به رشد سوبسترا  شده و این سامانهدر 

زیرا به تدریج و در طی زمان رشد، میزان رطوبت مورد نیاز را 
دهد و این مهم به افزایش  در اختیار میکروارگانیزم قرار می

از سوي دیگر چون خود کاه . انجامد نزیم میآبازده تولید 
برنج میزان ترکیبات مغذي کمتري نسبت به سبوس و پوست 

از هر سه سوبسترا منجر به تلفیق مزایاي ارد، لذا ترکیبی دنج بر
هر کدام شده و بیشترین میزان فعالیت آنزیمی را موجب شده 

با  هاي سایر محققان نشان داد که مروري بر پژوهش .است
استفاده از سوبستراهاي گوناگون و کشت قارچ تریکودرما 

. ست آمده استریزئی، مقادیر مختلفی از فعالیت آنزیمی به د
ذرت مقدار فعالیت آنزیمی   چوب -گندم با استفاده از سبوس

U/g ds 1/1-7/0سبوس برنج، کاه گندم، ، ترکیب کاه 
مطالعات برنج در  ، سبوسU/g ds 2/2 :ذرت چوب گندم،

 ، پوست32/0-2/3 و  648/11و  U/g ds 57/13مختلف 
 U/g ds گندم  ، سبوسU/g ds 7/10 گندم  سبوس و سویا

، U/g ds 1/29 )7 ،14 ،19 ،29 سویا و پوست 605/0 -8/3
به دلیل تفاوت در نوع . گزارش شده است) 34، 33، 32، 31

ها، نتایج مختلفی گزارش  سوبستراي به کار رفته در پژوهش
  .شده است که تا حدودي با نتایج این پژوهش مطابقت دارد
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سبوس برنج، پوست برنج، کاه برنج و (بر سوبستراهاي مختلف  2414ریزئی فعالیت آنزیمی حاصل از کشت تریکودرما  - 3جدول 
  )ترکیبات دوتایی و سه تایی این سوبستراها

 فعالیت آنزیمی) u/g dry substrate( نمونه

0325/0 سبوس   01/0± 
a

 

325/0 پوست  04/0 ±
 b

 

520/0 سبوس و پوست   01/0± 
c

 

555/0 پوست و کاه  05/0 ±  
c,d

 

600/0 کاه   01/0± 
d,e

 

620/0 سبوس و کاه  01/0± 
e

 

720/0 هر سه   01/0 ± 
f

 

  .دھند ، را نشان میa £ ٠۵/٠ داری در سطح ھای دارای حروف متفاوت، معنی میانگین

  
پس از  ها و رد براي کلونیگزمون کونآنتایج  4جدول در 

کلونی  سهبر اساس نتایج این آزمون  .آورده شده است جهش،
ه و نتایج آزمون ترین قطر هاله به کلونی بودکه داراي بالا

دار بیشتر از نتایج این آزمون  کونگو رد آن ها به صورت معنی
انتخاب شده و فعالیت  براي سویه مادر قبل از جهش بود،

هاي  بنابراین جهش یافته .گیري شد ها اندازه آنزیمی آن
انتخاب شدند و در  6و  5، 3شماره  2414کودرما ریزئی یتر
ي بعد بر روي ترکیب هر سه سوبسترا کشت داده شده و  رحلهم

ي  گیري شده و نتایج با سویه ها اندازه میزان فعالیت آنزیمی آن
  . مادر قبل از جهش مقایسه شد
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  و سویه مادر  2414 یزئیر کودرمایتر افتهی جهش يها هیسو يبرا رد کونگو آزمون جینتا - 4 جدول
  ماره گذاري ش  قطر هاله/نسبت قطر کلونی

a,b 1/0 ±36/1  

 a 07/0±25/1  

  2414سویه مادر 

  1جهش یافته

 a06/0± 25/1  2جهش یافته  
d 35/0±05/2  3جهش یافته  
b,c 57/0± 55/1  4جهش یافته  

 c5/0±7/1  5جهش یافته  

 d 28/0±2  6جهش یافته  

  .دهند می نشان ، راa £ 05/0 سطح در داري معنی متفاوت، حروف داراي هاي میانگین

ي میان  نشان داده شده است، مقایسه 5جدول در همان طور که 
 جهش و مادر سویه کشت از حاصل آنزیمی فعالیت میزان
که  مشخص کرد  بر ترکیبی از مخلوط سه سوبسترا ها یافته

داري داراي فعالیت آنزیمی  ، به صورت معنی5ه یافت جهش
بدین  .ستبوده ا) قبل از جهش(بیشتر نسبت به سویه مادر 

به  2414معنی که تاباندن اشعه گاما بر تریکودرما ریزئی 
داري منجر به افزایش فعالیت آنزیمی شده است  صورت معنی

لذا در ادامه، . آمیز بوده است و به عبارت دیگر جهش موفقیت
پایداري سویه جهش براي حصول اطمینان از ثبات این جهش، 

بر اساس . قرار گرفتمورد ارزیابی پیاپی نسل  9یافته طی 
یافته  ، پایداري سویه جهشها به دست آمده از آزمون نتایج

پیشین نیز اعمال جهش بر هاي  در پژوهش. باشد مورد تایید می
 Li. آمیزي به دست داده است فقیتهاي قارچی نتایج مو سویه

 کاربرد با ،)2011( همکاران و Xu و) 2010( همکاران و
 امواج بنفش، ماوراي اشعه نندما فیزیکی زاي جهش عوامل

 Singara و Bhargavi و کننده یونیزه هاي اشعه وماکروویو 

 مانند زا جهش شیمیایی مواد از استفاده با) 2010(
 سولفونات، اتیل دي و سولفونات متیل اتیل نیتروزوگوانیدین،

 یافته بهبود هاي سویه تولید و اند نموده سویه اصلاح به اقدام
در  ).38 ،20 ،15،6( است بوده آمیز موفقیت لولازس تولید براي
توان به تولید سلولاز با استفاده از تریکودرما ویریده  می ادامه

اشاره نمود که با اعمال جهش از طریق اشعه ماوراي بنفش و 
امواج مایکرویوو و سپس کاربرد اتیل متان سولفونات، بازده 

رد تریکودرما همچنین کارب ).9( تولید آنزیم افزایش یافت
و اعمال ) 2008(و همکاران   Kavocsاتروویریده توسط

جهش با استفاده از متیل نیترو نیتروزوگوانیدین و سپس قرار 
دادن در معرض اشعه ماوراي بنفش منجر به افزایش تولید 

ي  هاي جهش یافته سویهدر این پژوهش . آنزیم سلولاز شد
مادر رشد کرده و تر از سویه  سریعتریکودرما اتروویریده 

مقادیر بالاتري از سلولازهاي خارج سلولی و بتا گلوکوزیداز 
  ).16(تولید نمودند 
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  یافته هاي مادر و جهش فعالیت آنزیمی حاصل از کشت سویه - 5جدول 
)u/g dry substrate( سویه قارچی  فعالیت آنزیمی  

b 1/0±759/0   قبل از جهش 2414تریکودرما ریزئی  

02/0±603/0  a  6جهش یافته 2414تریکودرما ریزئی  

02/0±980/0  c  5جهش یافته 2414تریکودرما ریزئی  

02/0±535/0  a  3جهش یافته 2414تریکودرما ریزئی  

  .دار هستند ، داراي اختلاف معنیa £ 0/05 هاي داراي حروف متفاوت در سطح میانگین

  
  گیري نتیجه -4

 تجدید کربنی منابع ینتر فراوان سلولزي، از آنجا که مواد
هستند و نیاز روزافزون به کاربرد این مواد به  جهان در پذیر

شود و نیز  عنوان مواد اولیه با اهداف مختلف احساس می
باشد و  سلولاز، آنزیم مورد استفاده براي آبکافت سلولز، می

فناوري در تولید سلولاز و توجه  نظر به اهمیت کاربرد زیست
به دلیل مزایاي مخصوص و منحصر به فرد  اي که اخیرا ویژه

 ،سامانه تخمیر حالت جامد، به سمت آن معطوف شده است
کاربرد سامانه تخمیر حالت جامد براي تولید سلولاز مجال 

هاي تولید در  از سوي دیگر لزوم کاهش هزینه. بررسی دارد
مانند ضایعات قیمت  این سامانه، کاربرد سوبستراهاي ارزان

نیز بهبود سویه با هدف افزایش راندمان تولید و کشاورزي 
   .طلبد آنزیم را می

  
 منابع-5

، حسین .، عباد زاده، ح.، قلی زاده، ح.احمدي، ك .1
و . ، کاظمیان، آ.، فضلی، ل.، حاتمی، ف.پور، ر

. 1393آمارنامه کشاورزي سال . 1394. رفیعی، م
وزارت جهاد کشاورزي، معاونت . چاپ اول

صادي، مرکز فناوري اطلاعات و برنامه ریزي و اقت
  .19- 16ص . ارتباطات

ي  هاي متداول در تجزیه روش. 1385. حسینی، ز .2
   .دانشگاه شیراز. شیراز. مواد غذایی

 تولید. 1381. م فاطمی، و. م انوري، ،.غ خیاطی، .3
 کمک به لیگنوسلولزي ضایعات از سلولاز آنزیم
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. آ نصرالهی، و. غ خیاطی، ا، تنکابنی، قربانی .4
 قارچ توسط کشاورزي پسماند از استفاده .1391

 آنزیم تولید افزایش منظور به ریسئی تریکودرما
 فناوري زیست پژوهشی -علمی مجله. سلولاز

 .44-39 ،)15( 4 اسلامی، آزاد دانشگاه میکروبی

، معتمدزادگان، .، اعلمی، م.ا. هدایتی، ع کشاورز .5
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