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:چکیده

سوبستراي نوعسهبر 5142PTCCیسیرکودرمایترسلولاز به کمک قارچ میآنزدیپژوهش تولنیدر ا

ي دو سوبسـترا هـاي مختلـف  ترکیـب درصد و ) خاك اره و سبوس گندم، سبوس ذرت(گنوسلولزيیل

بررسـی شـد.   روز در مقیـاس ارلـن  6به مـدت  جامد حالتریبه روش تخمخاك اره و سبوس گندم

در سـه  هـوادهی  ریتـأث لـن،  آمده از مقیاس اردستبهينسبت ترکیبات سوبسترادر شرایط بهینه ،سپس

لیـد ایـن آنـزیم در    بـر تو ) l/h.gdsاولیه (خشک سوبستراي گرملیتر بر ساعت بر 5/1و1، 5/0سطح 

و 5و % w/w(70(ترتیـب بـه pHو رطوبت اولیه سوبسترا.شدلیتري مطالعه 5/0آکنده بیوراکتور بستر

میـزان تولیـد   در نظر گرفتـه شـد.   C28°و 30وراکتور ترتیب در مقیاس ارلن و بیبهدماي گرماگذاري

. بیشترین مقدار فعالیتشدبررسی و اگزوگلوکانازاندوگلوکاناز آنزیم دو فعالیت آنزیم سلولاز براساس 

در وU/gds4/6و 13ترتیب در روز ششم و سوم بهدر مقیاس ارلن گلوکاناز و اگزوگلوکاناز ندواآنزیم 

سوبسـترا  با استفاده از l/h.gds5/1در شدت هوادهیU/gds10و 36ترتیب بهم سوبیوراکتور در روز 

.بود% خاك اره 25% سبوس گندم و 75ترکیب با 

، ، سوبسـتراي لیگنوسـلولزي  یس ـیرکودرمـا یترآنزیم سـلولاز، تخمیـر حالـت جامـد،     واژگان: دیکل

بیوراکتور بسترآکنده

مقدمه 

-هاي کاتالیستی مـی فعالیتوسیعی از با مجموعهها آنزیم

و همچنین حفـظ محـیط   کیفیت زندگیافزایشدر توانند

. در صـورت تولیـد   بازي کنندنقش اساسی زیست پایدار 

بـر حفـظ محـیط    عـلاوه ها از ضـایعات کشـاورزي،   آنزیم

خـوردن هـم بـه جلـوگیري از تجمـع ضـایعات و    (زیست 
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امکان تولید محصولات باارزش ) جمعیت میکروبی محیط

بـراي  تولیـد آنـزیم   ا حداقل هزینه در بخـش بالادسـتی   ب

وجود دارد.استفاده در صنایع مختلف 

-4-1هــایی هســتند کــه پیونــدهاي ســلولازها آنــزیم

اي یـدي سـلولز را هیــدرولیز و محصـولات اولیــه   زگلوکو

الیگوسـاکاریدها را تولیـد   -چون گلوکز، سـلوبیوز و سـلو  

ها در رتبـه سـوم   کنند. سلولازها در صنعت تولید آنزیممی

فـرآوري کتـان،   صـنایع غـذایی،   در آنها بیشتر قرار دارند.

هاي خـوراك  هاي شوینده و افزودنیبازیافت کاغذ، آنزیم

اسـتفاده  براي . با افزایش استقبال عمومی کاربرد دارنددام 

، میـزان تولیـد   پـاك عنـوان سـوخت  بـه زیسـتی  ل واتاناز 

ــلولاز  ــتر  س ــدرولیز سوبس ــراي هی ــلولزي اهاي لیگب نوس

رفتنگنکـار بـه مهـم دلایل یکی از . ]1[فته استافزایش یا

بـا اسـتفاده   است.تولید آن زیاد سلولاز در صنعت، هزینه

هـاي  آنـزیم بـالاي تولیـد با قابلیت هاي از میکروارگانیسم

کاهش هزینـه تبـدیل   ،و سوبستراهاي مناسبتیک لیسلولو

-روارگانیسـم میکتعیـین ،پذیر است. بنابراینامکانسلولز 

همـراه  ددر تولیـد سـلولاز دارنـ   زیـادي  هایی که توانایی 

امـري ضـروري  هـا نقیمت مناسب براي آسوبستراي ارزان

.  ]2[تسا

راهاي سلولولیتیک آنزیم، هامیکروارگانیسمانواع 

هـا  ها و قـارچ باکترياز تعداديولیکنند، میتولید 

لولز را تولید و س ـاندوگلوکاناز آنزیمتوانندفقط می

- تعداد کمی از قارچ.]3[کنندطور ناقص هیدرولیزبه

4و1اندو بتا (آنزیم سلولاز گروههر سه توانندمیها 

) گلوکوزیـداز بتاو گلوکاناز4و1اگزو بتا ، گلوکاناز

سـلولولیتیک  هـاي عنـوان قـارچ  بـه کهکنندتولید را 

هـاي  قـارچ تـرین ند. از مهـم شـو کارآمد معرفی مـی 

عنوان بهکه است یسیرکودرمایترقارچ،سلولولیتیک

یکی از برتـرین تولیدکننـدگان کمـپلکس سـلولازي     

در 1یـا بـدون تغییـرات ژنتیکـی    تراریختهصورت به

1. Wild type

چندین ]. 4- 6[تحقیقات مختلف شناخته شده است

، میـزان رطوبـت اولیـه سوبسـترا،     pHعامل از قبیل 

ارمقدار مایه تلقیح، نوع و مقـد ، تخمیریندادماي فر

نیتروژنی، ترکیب سوبسترا و هوادهی و ی ومنبع کربن

تولید آنـزیم سـلولاز توسـط ایـن گونـه      دراختلاط 

.]7[تأثیرگذار هستند

بـراي تولیـد   مهـم يینـد ا، فر2تخمیر حالت جامـد 

عملیاتی کمتري به سرمایه و هزینهکهاست، چراسلولاز 

و از سوبسـتراهاي  نیـاز دارد ور تخمیر حالت غوطـه از 

از ضایعات بیشتر که (در دسترس قیمت و معمولاًارزان

. شـود اسـتفاده مـی  )و پسماند صنایع هستندکشاورزي

هـاي کلیـدي   انتخاب سوبستراي مناسب یکی از جنبـه 

تنها منبع نهتخمیر حالت جامد است. سوبستراي جامد 

ــت  ــذي و محــرك اس ــه ،مغ ــهبلک ــد ايپای ــراي رش ب

در کشت حالـت  . دشومحسوب مینیزمیکروارگانیسم 

صـورت  دو هـا بـه   هاي میسـیلیومی، هیـف  جامد قارچ

) بـر و داخـل سوبسـترا   نفـوذي (هیف غذایی هوایی و 

هـاي  هـاي غـذایی بـا تولیـد آنـزیم     کنند. هیفرشد می

هیدرولیزکننده، قندهاي مونومري مورد نیاز براي رشـد  

هـاي هـوایی قـرار    و تولید محصول را در اختیار هیـف 

. دهندمی

اند که منبـع کـربن مـورد    لعات متعدد نشان دادهمطا

ر هزینه و دثیرگذار أتعوامل استفاده براي کشت یکی از 

تـوده زیسـت . ]9، 8[بازده تولید آنـزیم سـلولاز اسـت   

خـاك  ،مانند سبوس گنـدم، جوانـه ذرت  لیگنوسلولزي

تولیدکننده فرایندهاي فضولات حیوانی و ضایعات اره، 

بـراي تولیـد آنـزیم میکروبـی    بهترین منبـع کـربن   غذا 

مختلف ، ضایعات دیگر نیزتحقیقاتدر هستند.سلولاز

کشاورزي براي تولید سلولاز بـه روش تخمیـر حالـت    

ترکیـب درصـد   .]10[اند جامد با موفقیت استفاده شده

شده به ترکیب شیمیایی سوبسترا کمپلکس آنزیمی تولید

2. Solid state fermentation
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و همـی  براي تولید سلولازها ،طورکلیبه. استوابسته 

سلولازها، سوبستراي داراي محرك در دسترس با مقدار 

].11[شود قندهاي مونومري کمتر ترجیح داده می

سـاکارید گیاهـان لیگنوسـلولزي،    پلـی بخش اصلی از 

شود. سـلولز یـک   را شامل می%40تا 35که استسلولز 

شـده  متصـل گلوکز D- موپلی ساکارید خطی از ترکیب ه

. فیبرهاي سلولز استیدي زگلوکو4وβ-1پیوند وسیلهبه

لیگنـین و  چـون  دیگر يدر یک ماتریس همراه ساختارها

تـا  5و لیگنـین  %35تا 20سلولزهمیسلولز هستند. همی

سـلولز در  همیدهند. وزن خشک گیاه را تشکیل می% 30

اولیـه و ثانویـه   فضاي بین میکروفیبرهاي سلولز در دیواره

پلیمرهـاي  دلیلیگنوسلولزي بهشود. مواد لسلول یافت می

سـلولز و لیگنـین) سـاختاري    کربوهیدراتی (سلولز، همـی 

. ایــن ســاختار دارنــدکریســتالی و بســیار مقــاوم ، مــنظم

هـاي  فعالیـت مقاومت سلولز را در برابـر  ،کریستالی ویژه

شیمیایی و زیستی و همچنین نفوذ ناپـذیري آب افـزایش   

].12دهد [می

هم سوبستراهاي گیاهی و چوبی مدو دسته،طورکلیبه

. سوبستراهاي اهمیت دارنددر تخمیر حالت جامد قارچی 

گیاهی مانند کاه گندم، سبوس گنـدم، کـاه بـرنج و سـاقه    

بـودن بـه   بـودن و ارزان دسترسذرت، به علت فراوانی، در

شوند. غیـر از ترکیـب   سوبستراهاي چوبی ترجیح داده می

ــترا م    ــی سوبسـ ــات فیزیکـ ــیمیایی، مشخصـ ــد شـ اننـ

قابلیت ذرات، سطح مقطع، تخلخل، اندازه بودن، کریستالی

از ، مرطـوب در حالـت شدن متراکمجذب آب و تمایل به 

هایی است که هنگام انتخـاب سوبسـترا در   ترین جنبهمهم

سوبسـتراهایی  تخمیر حالت جامد باید درنظر گرفته شود.

و بیشـترین  اسـت اسـتفاده شـده  دیگـر تحقیقـات که در 

نسبت سـلولز  معمولاً،نداهتولید و فعالیت را داشتراندمان

این. با توجه به]13[بوده است5تا 3ها بینآنبه لیگنین 

سوبسـترا  سـلولز  بـا افـزایش مقـدار    گفت،توان نتایج می

رانـدمان تولیـد و   ، تولید آنزیم سـلولاز درعنوان محرك به

ترکیـب درصـد   1در جـدول  رود.بـالا مـی  آنزیمفعالیت

سوبستراهاي لیگنوسلولزي آورده شده است.عدادي از ت

سوبستراهاي لیگنوسلولزيتعدادي از ترکیب درصد1جدول 

مرجعلیگنین(%)همی سلولز(%)سلولز(%)سوبسترا

علوفه ذرت

چوب ذرت

کاه گندم

سبوس گندم

کاه برنج

پوست برنج

خاك اره

سبوس ذرت

39

45

3/41

84/9

39

29-24

45

3/12

1/19

35

8/30

45/28

15

14-12

1/15

25/5

1/15

15

7/7

87/2

10

13-11

3/25

23/0

49/0

8/0

75/0

9/2

38/0

5/0

33/0

43/0

27/1

33/2

4

9/9

5/1

1/1

6/0

8/22

58/2

3

36/5

42/3

9/3

2/2

77/1

5/53

]14[

]15[

]16[

]17[

]18[

]19[

]20[

]21[

سـلولازهاي  همیا و بودن تولید سلولازههوازيدلیل به

. هـوادهی چنـد   استمهم عوامل قارچی، هوادهی یکی از 

داشــتن شــرایط نگــه:وظیفــه را در سیســتم برعهــده دارد

کــردن گرمــا، پراکنــدهکــربن، اکســیدديهــوازي، حــذف 

کـردن  پخـش آب (تنظـیم رطوبـت) و   کـردن بخـار  پخش

سـرعت هـوادهی   .ینداترکیبات فرار تولیدشده در طول فر

محیط کشت بسـتگی دارد و مقـدار اکسـیژن و    به تخلخل
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اکسیدکربن با توجـه بـه نـوع میکروارگانیسـم، محـیط      دي

].22[یند باید بهینه شود اکشت و فر

نوع و مقدار سوبسترا با ترکیب ثیر أت،در این تحقیق

در مقیاس ارلن سلولزدرصدهاي مختلف سلولز و همی

 ـ تـور  در یـک بیوراک ثیر هـوادهی مسـتقیم   أو همچنین ت

وري تولید آنـزیم  ر میزان بهرهدآزمایشگاهی بسترآکنده 

محیط در طول تخمیـر pH، میزان رشد قارچ و سلولاز

سوبسـتراي  نـوع سـه بـراي ایـن منظـور،    . بررسی شد

و سبوس ذرت، خاك اره و سبوس گندمگنوسلولزيیل

ي خـاك اره و  مختلف دو سوبسـترا درصدهاي ترکیب

قـارچ  با استفاده از لولاز سمیآنزدیتولر دسبوس گندم 

به مدت جامد حالتریبه روش تخمیسیرکودرمایتر

ریتأثزمان هم،سپسشد.بررسی روز در مقیاس ارلن 6

لیتري 5/0هوادهی در بیوراکتور بسترآکنده سرعت سه

بر میزان تولید مقیاس ارلن در سوبسترا در شرایط بهینه 

 ـدو گروه آنـزیم انـدو و اگـزو سـلولاز     زان رشـد  و می

ایـن مسـئله   توان گفـت  . میطالعه شدممیکروارگانیسم

نشده است.بررسیتاکنون از این منظر 

هاروشمواد و 

و مایه تلقیحمیکروارگانیسم

ــتفاده ــارچ شــدهمیکروارگانیســم اس ــق ق ــن تحقی در ای

هـا و  از کلکسـیون قـارچ  اسـت کـه   ی س ـیرکودرمایتر

نعتی ایران هاي علمی و صهاي سازمان پژوهشباکتري

صورت لیوفیلیزه تهیه شد. بعد از بهPTCC 5142با کد 

7و تکمیل اسپورزایی پـس از  PDAکشت روي پلیت 

در spore/ml107شده با غلظت تشکیلاسپورهاي روز، 

از v/w(20%(مقـدار  .ندنگهـداري شـد  - C80°فریزر 

شـده در فریـزر بـر مبنـاي سوبسـتراي      اسپور نگهداري

بـه محـیط   عنوان مایه تلقـیح  به) ml/gds(خشک اولیه 

شد.کشت استریل اضافه

سوبسترا

خاك اره و سبوس گندم در آون در دماي ،سبوس ذرت

ساعت خشک و سپس 24درجه سانتیگراد به مدت 60

در بندي شدند. دانهمتر میلی3/2تا 5/0با متوسط اندازه

هاي ترکیبله دوم حصورت مجزا و در مرهمرحله اول ب

عنوان سوبسترا براي هختلف سبوس گندم و خاك اره بم

بـا  سوبسـتراها  pHمیـزان  شـدند. تولید آنزیم بررسـی  

5±2/0مـولار بـر   5/0استفاده از هیـدروکلریک اسـید   

در سوبسـتراها  تمـامی  اولیـه  میزان رطوبت تنظیم شد. 

افـزودن محـیط کشـت نمکـی،     پس از ها آزمایشتمام 

% در نظـر  v/w(70(بـا ربرابpHاسپور و تنظیم تلقیح 

تعیین بازده تولید آنزیم، مقدار قند احیا برايگرفته شد.

و قنـد احیـا در طـول    قبل از تلقیحو قند کل سوبسترا 

گیري شد.اندازهتخمیر 

محیط کشت نمکی

در دو مقیـاس  ینـد ابراي ایـن فر شدهاستفادهمحیط کشت

و هـاي معـدنی  نمـک شـامل  ارلن و بیوراکتور بسـترآکنده 

هـاي معـدنی   نمـک . ترکیب درصـد  استمقدار کمعناصر 

بـراي یـک لیتـر آب    در مقیـاس ارلـن   شـده، استفادهبهینه

، g/l( :NH4NO35 ،KH2PO45 ،NaCl1(مقطــــــــــر 

MgSO4.7H2O1]23 [ــاس و ــوردر مقیــــ بیوراکتــــ

(NH4)2SO44/1 ،KH2PO42 ،CaCl23/0 ،

MgSO4.7H2O3/0 د ترکیـب درص ـ .بود] 24[3/0، اوره

 ـهـر دو مقیـاس در   مقـدار بـراي   کمعناصر  ک لیتـر آب  ی

ــود از  مقطـــر  ــارت بـ ، g/l:(FeSO4.7H2O005/0(عبـ

MnSO4.4H2O0016/0 ،ZnSO4.7H2O0035/0 و

CoCl2002/]23[ . هاي معـدنی  نمککردن استریلبعد از

لیتر در هر لیتر محـیط کشـت)   میلی1(مقدارکمو عناصر 

% 70کـردن سوبسـترا تـا    مرطـوب و بـراي  و ترکیب آنهـا 

.شداستفاده 
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هاشرایط انجام آزمایش

مورد نظر گرم سوبستراي خشک 5مقدار : ارلنمقیاس 

تلقیح و با اسپور در ارلن استریل ،شدنمرطوبپس از 

لیتـري بـه   میلـی 250هاي ها در ارلنآزمایشتمام شد. 

درجــه 30روز درون انکوبــاتور در دمــاي  6مــدت 

با سـه نـوع   هاشیآزماهمچنین . ندشدسانتیگراد انجام

سوبستراي مختلف سبوس ذرت، خـاك اره و سـبوس   

نسـبت گندم و ترکیب سبوس گندم با خاك اره در سه 

. گرفتنـد % سـبوس گنـدم انجـام    75و 50، 25مختلف 

هـا از  ارلـن سـاعت یکـی از   24گیري، هـر  براي نمونه

زدن کامـل محتـواي ارلـن،   و پس از هـم سیستم خارج 

دو هـا تمام آزمـایش شد. از سوبسترا انجامگیري نهنمو

.ندبار تکرار شد

گـرم  60بر مبناي هاشیآزما: بیوراکتور بسترآکنده

، پروپیلنـی لیپبیوراکتورسه سوبستراي خشک اولیه در 

30و ارتفـاع  6لیتـر (قطـر   میلـی 500به حجم هریک

28انکوبـاتور در دمـاي   رروز د6به مـدت  متر)سانتی

هـاي بیوراکتـور   آزمایشدر . سانتیگراد انجام شددرجه

 ـ1:3ترکیب  عنـوان مقـدار   هسبوس گندم به خاك اره ب

ــاب   ــترا انتخ ــب سوبس ــه  وترکی ــت اولی ــزان رطوب می

ثیرأت ـهمچنین تنظیم شد. v/w( %70(روي سوبستراها 

بـر  تـر یل5/1و 1، 5/0مختلـف هـوادهی  سـرعت  سه

بـر  ) l/(h.gds)(هیخشک اوليساعت بر گرم سوبسترا

48گیري، هر نمونه. براي شدمیزان تولید آنزیم بررسی 

قبل از شد.از سیستم خارج بیوراکتورهاساعت یکی از 

کاملاًي داخل بیوراکتورگیري سوبسترانمونهدادن انجام

شد. و آنالیز زده هم

هاي آنالیزروش

يسوبسـترا یند تخمیر در هر دو مقیـاس،  اپس از پایان فر

ــراریتخم ــده ب ــدازهيش ــگان ــفعاليری ــدوگلوکاناز، تی ان

استفاده شد.سوبستراpHرطوبت و قند احیا، اگزوگلوکاناز، 

منظـور  به: از سوبستراي تخمیرشدهمحصولاتاستخراج 

ــام ــویی، دادنانج ــات فروش ــی از عملی ــتراي بخش سوبس

سـاعت  2آب مقطر به مـدت  مقدار مناسب تخمیرشده با 

هـاي  شـد تـا آنـزیم   هقرار دادrpm150با دور همزندر 

مواد ،د. سپسنوارد فاز مایع شوو قندهاي محلولتولیدي

اي از فــاز جامــد جــدا و بعــد از پارچــهجامــد بــا فیلتــر 

آمده براي سنجش میزان فعالیـت دستبه، مایع ژویسانتریف

شد.استفاده pHگیرياندازهآنزیم، قندهاي احیا و

گیـري فعالیـت   اندازهاي بر: آنزیمگیري فعالیت اندازه

عنـوان  بـه از کاغـذ صـافی واتمـن    )FPase(اگزوگلوکاناز 

)متریسـانت 1در 6(سوبسترا استفاده شده است. یک نـوار  

ومـولار  05/0لیتـر بـافر سـیترات    میلی1کاغذ صافی به 

لیتر محلول آنزیمی به این مخلوط اضـافه  میلی5/0سپس 

درجـه  50يدمـا دقیقـه  60شد. این مخلـوط بـه مـدت    

لیتـر معـرف   میلـی 3گرماگذاري شـد و سـپس   گرادیسانت

DNS دقیقه جوشـانده شـد. پـس از    15اضافه و به مدت

ــق ــذب در   رقی ــزان ج ــب، می ــازي مناس ــانومتر 540س ن

فعالیـت آنـزیم بـه صـورت واحـد      ]. 25[گیري شداندازه

) گـزارش  U/gdsفعالیت بر گرم سوبستراي خشک اولیه (

شد.

نیز )CMCase(ي فعالیت اندوگلوکاناز گیراندازهبراي 

با این تفاوت که جاي کاغـذ  .کارگرفته شدبهروش همین 

عنـوان سوبسـترا   بـه % 1صافی از کربوکسی متیـل سـلولز   

دقیقـه در  30به مدت و مخلوط آنزیم و سوبسترااستفاده 

گرماگذاري شد.C50°دماي

یـا در  براي تعیین قنـد اح : و قند کلقند احیاگیري اندازه

حاصـل از  مـایع بـه  2بـه  1بـه نسـبت   هر زمان تخمیر، 

اضافه شـد.  DNSفروشویی سوبستراي تخمیرشده معرف 

دقیقه درون حمام آب با دماي 15ها به مدت سپس نمونه



1399، زمستان 1، شماره 12دوره _____ ________________________________ زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

74

شـدن، میـزان   خنـک . پـس از  نددرجه جوشانده شـد 100

ــوج   ــا اســپکتروفتومتر در طــول م ــانومتر 540جــذب ب ن

.گیري شداندازه

، سوبسـترا قبـل از تلقـیح   گیري قند کلاندازهراي ب

مولار بـه  1مایع حاصل از فروشویی با اسید کلریدیک 

pH 1درجه به مـدت  80برابر یک رسانده و در دماي

، pHساعت هیدرولیز اسیدي انجام شد. پس از تنظـیم  

گیري شد.قند کل به روش قند احیا اندازه

 ـ: گیـري میـزان رشـد قـارچ    اندازه آنکـه  دلیـل  هب

کننـد و  مـی در سوبستراي جامد نفـوذ  هاي قارچ میسل

عنوان معیـاري  هتوده حاصل بزیستگیري امکان اندازه

از رشد وجـود نـدارد، در روش تخمیـر حالـت جامـد      

گیــريغیرمســتقیم بــراي انــدازههــاي روشاز معمــولاً

هـا یکی از این روش.شوداستفاده میمیزان رشد قارچ 

ن تغییرات وزن خشـک سوبسـترا   تعیی، در مقیاس ارلن

- گیـري میـزان دي  انـدازه و در مقیاس بیوراکتـور  ]26[

]. 27[اسـت  اکسیدکربن حاصل از تنفس سلولی قـارچ  

، Biosense(اکسـیدکربن  سنسـور دي یک از دلیل اینبه

هـواي خروجـی از   در )، مونتـاژ ایـران  سیسوئساخت

استفاده شد.بیوراکتور 

نتایج و بحث

آمده از مقیاس ارلندستبهنتایج 

، قند احیاي سوبستراي تخمیرشده و فعالیـت  pHتغییرات 

با سـه نـوع سوبسـتراي مختلـف     ها در طول تخمیرآنزیم

، خاك اره و سبوس گندم و ترکیب سـبوس  ذرتسبوس

% 75و 50، 25مختلـف  نسـبت سـه  گندم با خاك اره در 

.شدروز بررسی 6به مدت سبوس گندم 

قنـد کـل و   : در طول تخمیرهاسوبستراتغییرات قند احیا 

ندشـد سوبستراها قبـل از تلقـیح بررسـی    اولیه يقند احیا

 ـمآورده شـده اسـت.  2در جدول هاآنهاي اندازهکه  زانی

اسـت. ي دیگـر سوبسـتراها از شتریدر سبوس ذرت بقند

بـه  آمـده  دسـت بـه سـبوس گنـدم   يایقند کل و احزانیم

شـده در مرجـع   رائـه ا20mg/gdsو 98با مقـدار بیترت

.داردیخوانهم]28[

سوبستراهاهیاوليکل و احیاقند زانیم2جدول 

سوبسترا
قند کل

)mg/gds(

قند احیا

)mg/gds(

سبوس ذرت

سبوس گندم

خاك اره

98,8

92,6

61,7

29,1

18,9

7,9

 ـقند احزانیدر ابتدا مدهد،نشان می1شکل  در اءی

 ـدلبـه هـم  زانی ـمنیکم است که اطیمح زیدرولی ـهلی

قـارچ  تیآزاد شده است. با شروع رشد و فعالیحرارت

 ـم،طیکردن محهیتجزو   ـقنـد اح زانی و در شیافـزا اءی

قنـد  زانیادامه با رشد قارچ و مصرف قند توسط آن، م

آخر يدر روزهااءیاحقند شی. افزاافتیکاهش اءیاح

قند بـود و نشدنتوقف رشد قارچ و مصرفلیدلبههم

سـلولز  هیسلولاز و تجزمیآنزدیتولشیافزالیدلبههم

دادهنشــاننمودارهــا در کــه طــورهمــان. داتفــاق افتــا

ذرت وسسبيحاوطیدر محاءیقند احزانیمد،شومی

.استادیز
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لفا

ب

ك ارهمختلف سبوس گندم و خايهابیترک- بخالص ينوع سوبستراسه- الفدر اءیقند احراتییتغ1شکل 

در طول تخمیر

سوبســترا در طــول و وزن خشــک pHتغییــرات 

يهاطیدر محسوبسترا pH،2با توجه به شکل : تخمیر

يحاوکشت طیدر محpHدارد. یمختلف رفتار متفاوت

توانـد  مـی این امر که داشت يشتریسبوس ذرت افت ب

جانبی دهنده تبدیل زیستی سوبسترا به محصولات نشان

احتمـال  .]29و 13[باشـد د یون آمونیوم و تولیاسیدي

تولیـد  وحاصل آن میزان رشد بیشتر میکروب دارد هم 

. باشدکمتر آنزیم 

مخلوط سبوس گنـدم و خـاك اره   يحاوطیدر مح

7تـا  کـاهش و سـپس  یکمpH،ابتدا با رشد قارچدر

در شو همکـار نـگ یمیلبـا گـزارش  کهافتیشیافزا

 ـول. آنهـا ت مطابقـت دارد 2004سال  سـلولاز  میآنـز دی

عاتیرا با استفاده از ضایسیرکودرمایترتوسط قارچ 

ــهچــوب ذرت  ــب ــترا بررس ــوان سوبس ــردهیعن ــد. ک ان

مخلوط سـبوس گنـدم و خـاك    طیدر محpHراتییتغ

به نظر .]30[آنهاست طیدر محpHراتییاره مشابه تغ

و تجزیـه  يشدن مـواد مغـذ  کمبا pHرسد افزایش می

اسـیدهاي  ازتولید یون آمونیوم یا استفادهها و پروتئین
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.دهـــدروي مـــیهـــا توســـط میکروارگانیســـمآلـــی 

ي بـافري  هـا یژگیولهیوسبهpHطبیعی تغییرات طوربه

یـک  pHو شـود یم ـتوده لیگنوسلولزي کنتـرل  زیست

].29[یست نپذیر در تخمیر حالت جامد کنترلپارامتر 

لفا

ب

در طول مختلف سبوس گندم و خاك ارهيهابیترک-بخالص مختلف ينوع سوبستراسه-الفدر سوبستراpHراتییتغ2شکل 

تخمیر

رشـد  نمـایی فـاز  الـف) - 3(نمودار شکل براساس

میکروارگانیزم در محیط کشت خالص تـا روز چهـارم   

با ترکیب سوبستراها، زمان رسیدن به فاز اما ادامه دارد، 

ب).- 3افتد (شکل خیر میأسکون به ت
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الف

ب

در طول تخمیرسبوس گندم و خاك ارههاي مختلف بیترک-بخالص  ينوع سوبستراسه- وزن خشک سوبسترا الفراتییتغ3شکل 

در طـول  اندوگلوکانازمیآنزتیفعالمیزان تغییرات 

حاصـل از رشـد   اندوگلوکاناز نتایج فعالیت آنزیم : تخمیر

سوبسـتراي  سـه  از بـر هـر یـک   یس ـیرکودرمایترقارچ 

و ترکیـب سـبوس   سبوس گنـدم خاك اره سبوس ذرت، 

الف -4(در شکل ترتیب بهو خاك اره با سه نسبتگندم 

آورده شده است. )و ب

الـف) بیشـترین مقـدار آنـزیم     -4با توجه به شـکل ( 

حاصل شده اسـت.  با خاك اره اندوگلوکاناز در روز پنجم 

،اده از خـاك اره بیشترین مقـدار فعالیـت آنـزیم بـا اسـتف     

ــه ترتیــب  و 6/4،10/3ســبوس گنــدم و ســبوس ذرت ب

U/gds2/2بیشترین مقدار )ب-4. با توجه به شکل (بود

در روز ششم نیز آنزیم اندوگلوکاناز در ترکیب سوبستراها 

حاصل شد. بیشترین مقدار فعالیـت آنـزیم بـا اسـتفاده از     

و 1:3،1:1،ي مختلف سبوس گندم به خـاك اره هانسبت

آمد.دستبهU/gds7/12و 13،6/11به ترتیب 3:1

آمـده از سوبسـتراهاي   دسـت بهبا توجه به نمودارهاي 

بودن فاز تأخیر در طولانیدلیل بهدر ابتداي تخمیر خالص،

صفر اسـت و از روز دوم  تقریباً محیط جامد، تولید آنزیم 

. بـا گذشـت زمـان و    شـود به بعد تولید آنزیم مشاهده می

رشد قارچ تولید آنـزیم در روزهـاي چهـارم و پـنجم بـه      

شـدن مـواد   کمارسد و بعد از آن بمیبیشترین مقدار خود 

مغـذي در محـیط و ورود قـارچ بــه فـاز سـکون کــاهش      

کـه در شـرایط اسـتفاده از    اسـت  در حـالی ایـن  یابد. می

خیر، افـزایش  أبر کـاهش فـاز تـ   علاوهترکیب سوبستراها، 
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مشهود است. % از سبوس کاملا75ًدر حضـور  ویژهبهخیرافتادن فاز سکون أتمیزان تولید و به 

الف

ب

در مختلف سبوس گندم و خاك ارهيهابیترک-بخالص ينوع سوبستراسه- الفباتولیدي آنزیم اندوگلوکانازمیزان فعالیت4شکل

طول تخمیر

در طـول  گلوکانازگزوامیآنزتیفعالمیزان تغییرات 

میزان فعالیت آنزیم اگزوگلوکاناز حاصـل از رشـد   : تخمیر

یک از سه نـوع  ر هردروز 6طییسیرکودرمایترقارچ 

سوبسترا و ترکیب درصـدهاي مختلـف سـبوس گنـدم و     

آورده شـده  )الـف و ب -5(ترتیب در شـکل  بهخاك اره 

است.

الـف) بیشـترین مقـدار آنـزیم     -5با توجه به شـکل ( 

شــد. حاصــلبــا خــاك اره ششــمز اگزوگلوکانــاز در رو

،بیشترین مقـدار فعالیـت آنـزیم بـا اسـتفاده از خـاك اره      

U/gdsو 9/0، 6/1ترتیـب  بهسبوس گندم و سبوس ذرت 

ب) بیشـترین  -5آمد. با توجـه بـه شـکل (   دستبه8/0

ي مختلف هانسبتمقدار آنزیم اگزوگلوکاناز با استفاده از 

ترتیـب در  بـه 3:1و 1:3،1:1،سبوس گندم به خـاك اره 

U/gdsو 7/2، 4/6م با مقدارهايچهارپنجم و ،روز سوم

افزایش ،که نسبت به سوبستراي خالصمدآدستبه9/4

دهد.را نشان میزیادي



نوري و حجازي__________________ ________________________________ بررسی تأثیر انواع سوبستراهاي ...

79

0
0/2
0/4
0/6
0/8

1
1/2
1/4
1/6
1/8

0 1 2 3 4 5 6

F
P

as
e

(U
/g

ds
)

)روز(زمان 

خاك اره سبوس گندم سبوس ذرت
لفا

ب

در ك ارهمختلف سبوس گندم و خايهابیترک- بخالص مختلف ينوع سوبستراسه-الفبا میزان فعالیت اگزوگلوکاناز 5شکل 

طول تخمیر

تولید سلولاز بـا  ] 31[و همکاران نیگودر آزمایش 

7مـدت  بـه  عنوان سوبسترا بهسبوس گندم و خاك اره 

،دهدمینشان این تحقیقشده است. نتایج بررسیروز 

میزان فعالیت انـدوگلوکاناز از اگزوگلوکانـاز بیشـتر و    

بوس میزان تولید هر دو آنزیم در خاك اره بیشتر از س ـ

ولیـد  (ت]32[گندم است. آزمایش یان سان و همکاران

بـه  عنـوان سوبسـترا   بهسلولاز با استفاده از پوست موز 

میزان فعالیت اندوگلوکاناز ،دهدمینشان )روز8مدت 

از میزان فعالیت اگزوگلوکاناز بیشتر است. نتیجه حاصل 

تحقیـق  ایـن  آمده از دستبهتحقیق، با نتایج این دو از 

خوانی دارد.هم

در اکثر مقالات، میـزان فعالیـت آنـزیم در ترکیـب     

و نیگـو سوبستراها افـزایش یافتـه اسـت. در آزمـایش     

میزان فعالیت حاصل از اگزوگلوکاناز و ] 31[همکاران 

انـدوگلوکاناز تولیدشــده بــا اســتفاده از ســبوس گنــدم  

اما در آزمـایش زیـا و   بود،U/gds5/1و 5/0ترتیب به

با اسـتفاده از ترکیـب سـبوس گنـدم و     ]33[همکاران 

عنــوان سوبســترا میــزان فعالیــت     بــه چــوب ذرت  

این نتایج دست آمد.بهتولید U/gds158اگزوگلوکاناز 
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دهـد کـه بـا ترکیـب     نشان مـی دیگر تحقیق و مقالات 

یابد و این امر میسوبستراها میزان تولید آنزیم افزایش 

افـزایش  لیگنـین  سلولز بـه میزاناست کهدلیلاین به

. یابدمی

دیگردر مقیاس ارلن با منابعتریکودرمابا استفاده از قارچ سلولازمقایسه میزان تولید آنزیم 3جدول 

سوبسترا
تخمیرزمان

)h(

اندوگلوکاناز

)(

اگزوگلوکاناز

)(
مرجع

]12[- 24071/0تفاله سیب

]13[14491/92/6پوسته سویا

]31[168971/14/1سبوس گندم و خاك اره

]32[19231/1056/5پوست موز

]34[46/0- 96- 144چغندر قندتفاله

]35[314/2- 192سبوس برنج

]36[3365/9015ي چوبهاتراشه

تحقیق حاضر1:3144134/6سبوس گندم و خاك اره با نسبت 

جهینتنیارلن بهترمقیاس در هاشیآزمااساس نتایج رب

حاصـل  1:3سبوس گندم با خاك اره با نسـبت  بیاز ترک

وراکتـور یشـده در ب انجـام هايشیآزمادلیلنیهمبهشد و 

 ـابیآکنده با ترکبستر مـذکور  دو سوبسـترا بـا نسـبت    نی

یند افرهنگامسوبسترا pHکنترل همچنین، برايانجام شد.

ها ذکر شـده  اد و روشبراساس آنچه در بخش مو(تخمیر 

در محـیط  شدهمقدار نمک سولفات آمونیوم استفاده)است

کشت نمکی کاهش یافت و مقداري اوره به محیط کشت 

اضافه شد.

آکندهبیوراکتور بستردرنتایج بررسی 

ینـد  افر،تولیـد آنـزیم  براي بررسی اثر هوادهی بـر میـزان  

ی چهـار  ط ـآکنده آزمایشگاهی تولید درون بیوراکتور بستر

روز انجام شد. 

ر میزان رشد میکروارگانیسم دثیر سرعت هوادهی أت

نمـودار شـدت   الـف) -6(در شـکل  و مصرف سوبسترا:

دودر از بیوراکتورخروجیهواي ي الحظهاکسیدکربن دي

در سـرعت  شدت هوادهی مختلف نشان داده شده اسـت. 

اکسیدکربن بسـیار  ، سرعت تولید ديl/h.gds5/0هوادهی 

دهـد.  مینشانرایین است که  رشد کم میکروارگانیسمپا

یید أها تتولید آنزیم در ادامه بررسیکم میزان این مسئله را 

خواهد کرد.

فـاز  l/h.gds5/1در سرعت هـوادهی  مشخص است

ساعت طول کشـیده اسـت کـه ایـن امـر      20یباًتقرتأخیر

چـون اسـپور حالـت    ؛تلقیح اسپور به محیط اسـت دلیل به

کشد و زمان زیادي طول میاست یرفعال میکروارگانیسم غ

از اواخر روز اول شروع یباًتقرفاز لگاریتمی تا فعال شود. 

وارد فـاز  کودرمـا یترو از اواسط روز دوم بـه بعـد قـارچ    

سکون شد.
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الف

ب

خروجی از بیوراکتورهواي دي اکسید کربن مقدار تجمعی -بياهلحظشدت جریان -الف6شکل 

آنـزیم در  فعالیتمیزان رشد و با توجه به نمودارهاي 

شـود  مـی مشخص (در ادامه) آکنده ارلن و بیوراکتور بستر

زیـادي تولید آنزیم افزایش از اواخر فاز نمایی،عمدتاًکه 

با افـزایش  کهدهدنشان میهمچنین نمودارها یافته است.

. یابدمیمیزان رشد قارچ نیز افزایش ،میزان شدت هوادهی

این نیز 7در شکل سوبستراينمودارهاي مصرف قند احیا

. ندنکمییید أمطالب را ت
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  0.5  l/h.gds   1 l/h.gds 1.5 l/h.gds

ریدر طول تخموراکتوریدر بیمختلف هوادهيهاسرعتسوبسترا در ياحیاقندمیزان تغییرات7شکل 

با توجه بـه تغییـرات محـیط کشـت     8شکل براساس

در مقیـاس بیوراکتـور و   شدهنمکی در سوبستراي استفاده

کاهش مقدار نمک سولفات آمونیوم (همانند محیط کشت 

محـیط کشـت در   pHمایع تولید آنزیم منـدل)، تغییـرات   

و بـا لحظـه صـفر فرآینـد     اسـت  ثابت طول تخمیر تقریباً

نمی شود. این امر همـراه هـوادهی   مشاهده تفاوت زیادي 

زیـادي  میـزان تولیـد آنـزیم افـزایش     ،موجب شده اسـت 

.داشته باشد

در بیوراکتور در طول تخمیرسرعت هاي مختلف هوادهیسوبسترا در pHراتییتغ8شکل 

ــأ ــزیم دثیر ســرعت هــوادهی ت ــد آن ــزان تولی ر می

ــزیم 9در شـــکل انـــدوگلوکاناز: ــزان فعالیـــت آنـ میـ

آکنده با سه شدت هوادهی بستروکاناز در بیوراکتور اندوگل

بـا  یند تخمیر نشان داده شـده اسـت.  امختلف در طول فر

و 5/0،1توجه به این شکل تولید آنزیم با شدت هوادهی 

l/h.gds5/1ترتیب در روز دوم و روز اول آغـاز شـده   به

شده در ارلن بیشـترین میـزان   انجامي هاشیآزمااست. در 

ــه ،در روز ششــم مشــاهده شــدفعالیــت  امــا بــا توجــه ب

نمودارهاي شکل مـذکور مشـخص اسـت کـه بـا اعمـال       

هوادهی بیشترین مقـدار فعالیـت آنـزیم در روز چهـارم و     
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سوم حاصل شده و میزان تولید آنزیم افزایش یافته اسـت.  

l/h.gdsو 5/0،1بیشترین مقدار فعالیت با شدت هوادهی

مشاهده شده است. U/gds36و2/13،4/24ترتیب به5/1

در میـزان  معنـادار ، تفـاوت  l/h.gds1در سرعت هوادهی 

. بنـابراین،  تولید آنزیم در روز دوم و سـوم وجـود نـدارد   

(حاصـل از تقسـیم مقـدار فعالیـت بـر      وري بیشترین بهره

ترتیـب  بهl/h.gds5/1و 1مربوط به میزان هوادهی زمان) 

حاصل شد.U/day.gds12حدود روز دوم و سومبراي

هاي مختلف هوادهیسرعتمیزان فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز در بیوراکتور بستر آکنده در 9کل ش

تولید آنزیم سلولاز 2004لیمینگ و همکاران در سال 

دار بررسی کردند که بیشـترین میـزان   همزنرا در فرمانتور 

دیلـون و  .]30[حاصل شـد U/g5/5آنهافعالیت در کار 

تولید آنزیم سلولاز را بـا ترکیـب   2011همکاران در سال 

کودرمـا یتريهـا گونـه سوبستراهاي مختلـف و مخلـوط   

عنـوان میکروارگانیسـم در   بـه جرینالوسیآسپرژو یسیر

بیشـترین  آنهـا  دار بررسـی کردنـد. در کـار    سینیفرمانتور 

ب سبوس گندم بـا کـاه   میزان فعالیت اندوگلوکاناز از ترکی

به دست آمـده اسـت. بیشـترین میـزان     3:2برنج با نسبت 

و با بهـره وري  U/gds120فعالیت در روز پنجم با مقدار 

U/day.gds24 دهـد نشـان مـی  نتـایج  .]37[مشاهده شد

و تولیـد آنـزیم   یس ـیرکودرمـا یترر رشد قارچ دهوادهی 

دارد.تأثیر مثبت 

ــر میــأتــ ــزیم ثیر ســرعت هــوادهی ب ــد آن زان تولی

میــزان فعالیــت آنــزیم   10در شــکل اگزوگلوکانــاز: 

آکنــده بــا ســه شــدت اگزوگلوکانــاز در بیوراکتــور بســتر

،با توجه بـه شـکل  هوادهی مختلف نشان داده شده است.

تولید اگزوگلوکاناز هم تـأثیر مثبـت دارد و بـا    درهوادهی 

ــوادهی از    ــزایش شــدت ه l/h.gds5/1و 1بــه 5/0اف

ین مقدار فعالیت از روز چهارم بـه روز دوم و سـوم   بیشتر

،5/0رسیده است. بیشترین مقدار فعالیت با شدت هوادهی

مشاهده U/gds10و 9/6، 7/3به ترتیب l/h.gds5/1و 1

و 1وري مربـوط بـه میـزان هـوادهی     بیشـترین بهـره  شد. 

l/h.gds5/1ــه ــدود   ب ــوم ح ــراي روز دوم و س ــب ب ترتی

U/day.gds5/3صل شد.حا
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هاي مختلف هوادهیسرعتوگلوکاناز در بیوراکتور بستر آکنده در گزمیزان فعالیت آنزیم ا10شکل 

در کـار دیلــون و همکــاران بیشــترین میــزان فعالیــت  

اگزوگلوکاناز از ترکیب سبوس گندم با کاه برنج با نسـبت  

لوسیآسـپرژ و یس ـیرکودرمایتربا ترکیب دو قارچ3:2

آمد. بیشترین میـزان  دستبهداردر بیوراکتور سینیجرینا

مشـاهده شـد   U/gds30فعالیت در روز چهارم با مقـدار  

بیشترین میـزان  نیز نسب و همکاران موسويدر کار .]37[

فعالیت اگزوگلوکاناز بـا اسـتفاده از ضـایعات چغندرقنـد     

PTCC(یس ـیرکودرمـا یترعنـوان سوبسـترا و قـارچ    به

]34[مشاهده شـد  U/g5/0) در روز پنجم با مقدار 5142

برابـر کمتـر   20دود تحقیـق ح ـ این که در مقایسه با نتایج 

دلیـل آن وجـود قنـدهاي آزاد    تولید شده است که احتمالاً

در سوبسترا است.

تا روز اول قـارچ در  دهدنشان می6نمودارهاي شکل 

فعالیـت آنـزیم   دلیـل همـین بـه است.فاز تأخیر رشد بوده

از روز اول به بعد با شـروع رشـد و   .مشاهده نشده است

فعالیت قارچ و تجزیه سلولز میزان تولید سلولاز افزایش و 

دلیل کاهش فعالیـت قـارچ و   بههمچنین در روزهاي آخر 

شروع فاز مرگ میزان فعالیت آنزیم کـاهش یافتـه اسـت.    

هـوادهی  تدلیل سرعت رشـد بیشـتر در سـرع   هباحتمالاً

l/h.gds1   ــده ــرارت ایجادش ــد ح ــه بع در ، از روز دوم ب

تولید آنزیم رشد ومیزانشدهو باعث سیستم تجمع یافته 

، l/h.gds5/1. در سـرعت هـوادهی  تدریج کاهش یابـد به

رطوبـت  شود میآنکه سرعت بیشتر هوادهی باعث رغم به

l/h.gds1و دماي بستر و سرعت رشد قارچ را نسبت بـه 

تولیـد  ) و 6قارچ (شکل تا روز سوم رشد اما ، یابدهش کا

یابـد و از آن پـس کـاهش    ادامه می) 10و 9نزیم (شکل آ

ود.شمشاهده میتدریجی 

گیري نتیجه

زیادي توانایی یسیرکودرمایترقارچ دهد،مینتایج نشان 

ــزیم ســلولاز دارد   ــد آن ــب سوبســتراهاي  .در تولی ترکی

سـتراي مناسـب بـراي تولیـد     عنـوان سوب لیگنوسلولزي، به

آنزیم سلولاز با استفاده از تخمیر حالت جامـد بـه دسـت    

هـا در محـیط کشـت و    غلظت مناسب یونکه مطمئناًآمد

ثرمؤهمچنین میزان هوادهی در افزایش میزان تولید آنزیم

شـده در ایـن تحقیـق    استفادهدر بین سوبستراهاي .هستند

% خـاك اره  25% سـبوس گنـدم بـا   75استفاده از ترکیب 

.تا بیشترین حد تولید یابـد آنزیم سلولازمیزان شد باعث 

ازه میـزان سـلولز   چ ـتوان نتیجـه گرفـت هر  میهمچنین،

راندمان تولید و فعالیت آنزیم ،لیگنین سوبسترا بیشتر باشد

ر افـزایش  دیابـد و سـرعت هـوادهی    مـی افزایش سلولاز 

میـزان  شـترین  بیدارد.تـأثیر مثبـت   آنزیم این میزان تولید 
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ــره ــتوري به ــوادهی  فعالی ــرعت ه ــزیم در دو س و1آن

l/h.gds1,5 در بیوراکتــور بســترآکنده ي معنــادارتفــاوت

اگزوگلوکانـاز و انـدوگلوکاناز هـاي  آنـزیم بـراي و ندارد 

حاصل شد.U/day gds5/3و12ترتیب برابر به

از معاونت پژوهشی دانشگاه علم و تشکر و قدردانی: 

حمایـت از انجـام پـژوهش حاضـر     دلیـل  بهانریاصنعت

شود.شکر و قدردانی میت
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Abstract
This study examined cellulase enzyme production by Trichoderma reesei PTCC
5142 on three lignocellulosic substrates (corn bran, sawdust and wheat bran) and
percentage of different combinations of sawdust and wheat bran by solid-state
fermentation method for 6 days in Erlenmeyer-scale. Then, under optimal substrate
component proportions obtained from Erlenmeyer-scale, the effect of aeration at
three levels of 0.5, 1 and 1.5 liters per hour of initial dry substrate (l/(h.gds)) on the
production of this enzyme in 0.5-Liter packed-bed bioreactor was studied. The
initial substrate moisture and pH were 70 %(w/w) and 5 respectively, and the
heating temperature was set at Erlenmeyer-scale and bioreactor at 30 and 28 °C,
respectively. Cellulase enzyme production was evaluated based on the activity of
endoglucanase and exoglucanase enzymes. The highest amount of endoglucanase
and exoglucanase activity at substrate combination of 75% wheat bran and 25%
sawdust in Erlenmeyer-scale at days 6 and 3 were obtained 13 and 6.4 U/gds,
respectively, and in bioreactor at aeration of 1.5 (l/(h.gds)) at day 3 were attained 36
and 10 U/gds, respectively.

Keywords: Cellulase enzyme, Solid-state fermentation, Trichoderma reesei,
lignocellulosic substrates, Packed-bed bioreactor.


