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 virideو  Trichomerma harzianumز جدایه های موتانت قارچ بررسی تاثیر آنزیم های سلولا

 Trichomerma تخریب پذیری سلولز  بر زیستαI ،βI  وIII 
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گروه بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه زنجان- 2  

 sshahbazi@nrcam.orgنویسنده مسوول: 

 ( و موتانت های آنها برای تولید آنزیم سلولاز مورد استفاده قرار گرفتند. آویسل،T. virideو  T. harzianumدو گونه از قارچ تریکودرما ) چکیده:

، سلولز CMCو سلولز باکتریایی برای سنجش فعالیت آنزیم سلولاز استفاده شد.  کربوکسی متیل سلولز ) 1#کربوکسی متیل سلولز، کاغذ صافی واتمن 

III( و سلولز باکتریایی )BC سلولز ،αI به ترتیب از اصلاح شیمیایی آویسل و تخمیر ساکارز بوسیله باکتری )xylinus G. وصیات ساختار تولید شدند. خص

-SDSدر مقایسه با آویسل بررسی شد. وزن مولکولی آنزیم های سلولاز تولیدی با استفاده از آزمون  SEMو  FT-IR ،XRDشیمیایی آنها با استفاده از 

PAGE  تعیین شد. تصاویرSEM ربوکسی متیل سلولز دارد. از سوبستراها نشان داد که سلولز باکتریایی ساختار فیبری ظریفتری در مقایسه با آویسل و ک

 CMCنشان داد که  XRDو  FT-IRیا کمتر بود. ارزیابی های اسپکتروسکوپی  31به  1نسبت ضخامت فیبر سلولز باکتریایی در مقایسه با آویسل تقریباً 

ون آویسل و سلولز باکتریایی نشان می باشد. کریستالیزاسی %84/81حاوی گروه های کربوکسیلیک بر روی ساختار خود می باشد و کریستالیزاسیون آن 

( می باشد. هر دو گونه و موتانت های آنها مقادیر مختلفی از % 44/66( بیشتر از سلولز باکتریایی )%15/89داد که شاخص کریستالیزاسیون آویسل )

فعالیت آنزیم سلولاز به ترتیب در جدایه های بالاترین میزان  T. harzianumپروتئین خارج سلولی را در محیط تخمیر تولید می کنند. در جدایه های 

مشاهده گردید.  Tv M14 ،Tv M15بالاترین فعالیت آنزیمی به ترتیب در جدایه های موتانت  T. virideو در جدایه های  Th M6و  Th M7موتانت 

مقایسه با سوبستراهای آویسل و کاغذ صافی نشان داد که این اندازه گیری فعالیت آنزیمی با استفاده از سلولز باکتریایی مقادیر بالاتری از فعالیت را در 

 می باشد.  βIبرای زیست تخریب پذیری در مقایسه با سلولز  αIامر نشانه قابلیت دسترسی بالای سلولز 

 واژگان کلیدی: کریستالیزاسیون، آویسل، سلولز باکتریایی، آنزیم سلولاز، موتانت، تریکودرما
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Abstract: Two strain of Trichoderma (T. harzianum and T. virid) and their mutants were used for cellulase enzyme 

production. The Avicel, CMC, BC and Whatman NO.1 filter paper, were used to cellulase activity assay. The carboxy 

methyl cellulose (cellulose III, CMC) and bacterial cellulose (cellulose Iα, BC) were produced by chemical modification 

of Avicel (cellulose Iβ) and fermentation of sucrose by G. xylinus, respectively. Their chemical structural properties were 

investigated by FT-IR, XRD and SEM in compare with Avicel. The molecular weight of cellulase enzymes were studied 

using SDS-PAGE. The SEM image of substrates, showed more delicacy of BC fibers relative to Avicel and CMC. The 

diameter ratio of BC to Avicel is approximately 1/30 or less. The FTIR spectroscopy and XRD assessments designated 

that the produced CMC is carrying a carboxylic group and its crystallinity is 81.84. The crystallinity of the Avicel and 

BC were demonstrated that the crystallinity index of Avicel (89.15%) was more than that of bacterial cellulose 



 

 مجموعه مقالات
 نابع طبیعی ای در علوم کشاورزی و مچهارمین همایش ملی کاربرد فناوری هسته

 ، پژوهشکده کشاورزی هسته ای(4021اردیبهشت،  92-03)
National Congress on Nuclear Technology Application in Agricultural &  thThe 4

Natural Resource Sciences (19-20 May, 2015, Nuclear Agriculture Research School) 
 

 

 111 صفحه کاربرد فناوری هسته ای در مدیریت آفات، بیماریها و علف هرز  و صنایع غذایی و نگهداری محصولات کشاورزی محور همایش:

 

(66.44%). Both species and their mutants varying amounts of extracellular proteins produced in the fermentation 

medium. In T. harzianum and its mutants, the highest cellulase enzyme activity, respectively were showed in Th M7 and 

Th M6 and in T. viride and its mutants, the highest enzymatic activity of mutant strains, respectively was observed in Tv 

M14, Tv M15. The results showed that bacterial cellulose is a good substrate for total cellulase activity assay, because it 

has the highest enzyme activity in compare of filter paper and avicel. That signs accessibility of cellulose Iα for 

biodegradable in compared with cellulose Iβ. 

Keyword: crystallinity, Avicel, Bactrial cellulose, Cellulase enzyme, mutant, Trichoderma 

 مقدمه

ن و جلبک ها می باشد و همچنین به عنوان جزس اصلی دیواره سلولی سلولز ساختار بنیادی اصلی در دیواره سلولی گیاها

(. بطور کلی برای سلولز چهار ساختار مختلف بیان شده Canon & Anderson, 1991ها نیز محسوب می شود ) قارچ

صورت ( است که ب1،1) βکه شامل زنجیره های گلوکان با پیوندهای  Iاست که دارای خصوصیات متفاوتی هستند. سلولز 

موازی در کنار یکدیگر قرار گرفته اند. این نوع ساختار عموماً در طبیعت یافت می شود. این نوع سلولز همچنین توسط 

 "Native"می تواند به عنوان سلولز  Iتولید می شود. در حالت غیر خشک سلولز  Gluconobacter  xylinusباکتری 

( است که 1،1) βهای غیر موازی گلوکان با پیوند های  زنجیره شامل II(. سلولز Ross et al., 1991مطرح شود )

ایجاد می  Iدر حالت همزدن محیط کشت یا بعد از کریستالیزاسیون مجدد یا تیمار شیمیایی سلولز  G. xylinusتوسط 

یمیایی سلولز در دیواره سلولی گیاهان عالی یافت می شود و می تواند از تیمار ش III(. سلولز Ross et al., 1991شود )

II ( نیز تولید شودHaigler & Weimer, 1991 سلولز .)αI  ،بطور برجسته توسط باکتری ها و آلگ ها تولید می گردد

از گیاهان مشتق می شود. با این حال همه سلولز ها شامل مقادیری از هر دو آلومورف می باشند  βIدرحالیکه سلولز 

(Sugiyama et al., 1991بطور تجمعی برای هیدرولیز سلولز در (. سلولازها )م )خلوطی از سیستم های آنزیمی پیچیده

ضایعات کشاورزی عمل می کنند و تولید واحد های ساده گلوکز را می نمایند. سلولازها توسط قارچ های سلولالیتیک از 

گونه های  تولید می گردند. Trichodermaو گونه های قارچ  Chaetomium ،Fusarium ،Myrotheciumقبیل 

نیز قادر به تولید سلولاز می باشند. گونه های  Aspergillus( و گونه های Justin, 1989) Penicilliumدیگر شامل 

و پنج  Cel 7A (CBH I)و  Cel 6A (CBH III)قارچ تریکودرما حداقل دو اگزوگلوکاناز )سلوبیوهیدرولاز( شامل 

 Cel 61Aو  Cel 5A (EG II) ،Cel 7B (EG I) ،Cel 12A (EG III) ،Cel 45A .EG Vاندوگلوکاناز شامل 

(EG 17 همچنن دو ،β- گلوکوزیداز شاملCel 1A (BGL II)  وCel 3A (BGL I)  برای تجزیه سلولز تولید می

(. در طول یک فرایند هیدرولیز آنزیمی هر سه دسته از آنزیم ها Grishutin, 2004; Foreman et al., 2003کنند )

( و در Lynd et al., 2002گلوکوزیدازها( برای شکستن سلولز عمل می کنند )-لازها، اندوگلوکانازها و بتا)سلوبیوهیدرو

ابتدای فرایند به سرعت گلوکز آزاد می شود. اگر تنها یکی از دسته های آنزیم برای هیدرولیز استفاده شود، فرایند 

به عنوان سینرژی مطرح می شود( هر سه دسته آنزیم های هیدرولیز می تواند مختل شود. عملکرد با یکدیگر )که اغلب 

سلولالیتیک برای یک فرایند هیدرولیز آنزیمی موثر ضروری می باشد. در این پژوهش از سلولز کلوئیدی در محیط تخمیر 

( و T. harzianum و  T. virideاستفاده گردیده و با استفاده از با استفاده از گونه های مختلف قارچ تریکودرما )

موتانت های آنها، آنزیم سلولاز تولید گردید. برای اندازه گیری فعالیت آنزیمی از سوبستراهای مختلف شامل سلولز 

، به عنوان سلولز CMC( و کربوکسی متیل سلولز )βI، به عنوان سلولز A(، آویسل )αI، به عنوان سلولز BCباکتریایی )

III 1( و کاغذ صافی واتمن شماره(FPاستفا ) ده شد. اختلاف در ساختار و ترکیبات شیمیایی و جزس کریستالی سلولز در

( و Teeri & Koivula, 1997مواد سلولزی نشان داده است که بر پتانسیل مواد برای هیدرولیز تاثیر می گذارد )
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مطالعه سینرژی مقایسه مستقیم بین مواد سلولزی انتخاب شده برای اندازه گیری فعالیت آنزیمی مسیر خوبی را برای 

 فراهم می آورد. 

 مواد و  روش ها

 تولید سلولز کلوئیدی 

سلولز کلوئیدی به عنوان منبع کربن برای تولید آنزیم های سلولاز و سنجش فعالیت آنزیم سلولاز مورد استفاده قرار می 

 11( برای مدت w/v) % 11گیرد. سلولز کلوئیدی بوسیله پیش تیمار کیتین سلولز خالص )آویسل( در اسید ارتوفسفریک 

انجام گرفت تا خاصیت کلوئیدی در سلولز افزایش پیدا کند به نحوی که به آسانی توسط آنزیم مورد  C 1˚ساعت در 

استفاده قرار گیرد. بعد ازپیش تیمار با اسید، مواد جامد با استفاده از یک فیلتر آب پنیر گیری صاف شد و چندین مرتبه با 

 11برای مدت  -C 12˚برسد. سپس کیتین کلوئیدی در دمای  1ماده جامد به حدود  pHید تا آب مقطر شستشو گرد

 11-111ساعت خشک گردید و تا اندازه مش  11ساعت منجمد گردید و با استفاده از خشک کن انجمادی برای مدت 

  میکرون آسیاب شد. 

 تولید کربوکسی متیل سلولز

بوکسی متیل سلولز استفاده گردید. تولید کربوکسی متیل سلولز بر اساس از سلولز خالص )آویسل( برای تولید کر

کربوکسی متیل سلولز تولیدی با استفاده از روش  1(DSدرجه استخلاف )( انجام شد. 1111)  Othmerو Kirkروش

ل ( جهت تعیین فعالیت آنزیم کربوکسی متیCMC( تعیین شد. از کربوکسی متیل سلولز )2005) ASTMاستاندارد 

 ( استفاده گردید. CMCaseسلولاز )

 تولید سلولز باکتریایی

برای تولید  Gluconobacter xylinusبه منظور بررسی نحوه عملکرد آنزیم سلولاز بر روی سلولز باکتریایی از باکتری 

از  G. xylinusسلولز باکتریایی استفاده گردید و برای سنجش فعالیت آنزیم سلولاز مورد استفاده قرار گرفت. باکتری 

تهیه گردید. سلولز  PTCC 1734مرکز کلکسیون قارچ و باکتری سازمان پژوهش های علمی و صنعتی ایران به شماره 

 C˚ساعت در دمای  11( تولید و خالص سازی شد. سپس به مدت 1212باکتریایی مطابق روش موسوی نسب و همکاران )

 11-111ساعت خشک گردید و تا اندازه مش  11دی برای مدت منجمد گردید و با استفاده از خشک کن انجما -12

 (. Shahbazi et al., 2014میکرون آسیاب شد )

 

1 . Degree of substitution 
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و بررسی میکروساختار آویسل، کربوکسدی متیدل سدلولز و     XRD(،آنالیز FT-IRطیف سنجی مادون قرمز )

 سلولز باکتریایی

ساختار پودر آویسل، کربوکسی متیل سلولز و بررسی میکرو XRD(، آنالیز FT-IRبررسی طیف سنجی مادون قرمز )

 مورد مطالعه قرار گرفتند.  (1211و همکاران ) Shahbaziو سلولز باکتریایی بر اساس روش 

 تولید آنزیم سلولاز

کلکسیون گروه پژوهشی گیاه پزشکی و نگهداری  -)موتانت و وحشی T. virideو   T. harzianumجدایه های قارچ 

گرم در عصاره مالت،  1گرم در لیترحاوی  MYG agarکشاورزی هسته ای( بر روی محیط کشت  مواد غذایی پژوهشکده

گرمخانه گذاری  C 11˚آگار کشت داده شدند و در دمای  گرم در لیتر 12گلوکز و   گرم در لیتر12عصاره مخمر،  1/1 لیتر

 spore.ml-1سوسپانسیون اسپوری با جمعیت گردیدند. با استفاده از محلول سیلین از پلیت های هفت روزه حاوی اسپور، 
و همکاران  Wenبا استفاده از لام گلبول شمار )همی سایتومتر( تهیه گردید. تولید آنزیم سلولاز بر اساس روش  112-112

 تولید شد.  (1221)

 و تعیین فعالیت آنزیمی TFMاندازه گیری غلظت پروتئین خارج سلولی تولیدی در محیط 

انجام گرفت. ازمایع فوقانی ( 1111بردفورد )با استفاده از روش  TFMوتئین در مایع فوقانی محیط اندازه گیری پر

TFM ( 1استریل به عنوان نمونه شاهد استفاده گردید. مقدار پروتئین بر حسب میلی گرم در میلی لیتر-mg.ml در مایع )

، کربوکسی متیل سلولاز و سلولاز کل بوسیله اندازه محاسبه گردید. فعالیت آنزیم های آویسلاز TFMفوقانی محیط تخمیر 

با  1گیری مقدار گلوکز آزاد شده از سوبستراهای آویسل، کربوکسی متیل سلولز، سلولز باکتریایی و کاغذ صافی واتمن 

 (. Nidetzky and Steiner, 1993و گلوکز به عنوان استاندارد اندازه گیری شد ) DNSاستفاده از روش 

 ریآنالیز آما

( و مقایسه میانگین ها به روش دانکن در سطح آماری ANOVAکلیه نتایج آزمایشات با استفاده از آنالیز واریانس )

21/2 >P  انجام گرفت. آنالیز آماری با استفاده از نرم افزارSPSS  ( انجام گرفت و کلیه آزمایشات در سه تکرار 11)ویرایش

 انجام شد.

 نتایج و بحث

و میییزان کریستالیزاسییون بیا اسییتااده از  FT-IRاسیتلاففی سوبسیتراها بییا اسیتااده از آزمیون بررسیی گیروه هییای 

XRD 

نشان داده شده است که دلالت بر  a1-آویسل، سلولز باکتریایی و کربوکسی متیل سلولز در شکل  FT-IRاسپکتروم 

در کربوکسی متیل سلولز نشان  cm 1111-1و  cm 1111-1ساختار کلی کربوهیدرات ها را دارند. باند ظاهر شده در 

دهنده گروه های استخلافی کربوکسی متیل سلولز است که باعث می شود این کربوهیدرات دارای بار منفی بر روی 

 آویسل به کربوکسی متیل سلولز می باشد.   زنجیره اصلی خود باشد و نشان دهنده تبدیل شیمیایی صحیح
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 آویسل، سلولز باکتریایی و کربوکسی متیل سلولز  XRDالگوی ( bو ) FT-IRاسپکتروم  (a) .1 شکل

سوبستراهای مورد استفاده در سنجش فعالیت آنزیم سلولاز شامل آویسل، سلولز باکتریایی و  XRDالگوی  b-1شکل 

بوکسی متیل کربوکسی متیل سلولز را نشان می دهد. میزان کریستالیزاسیون سوبستراهای آویسل، سلولز باکتریایی و کر

نشان داده شده است. الگوی سلولز  b-1در شکل اندازه گیری شد و نتایج آن  XRDسلولز با استفاده از داده های آزمون 

را نشان داد.  002و  10ī، 101به ترتیب مربوط به بازتاب های  11/11°و  12/11°، 11/11°باکتریایی سه پیک اصلی در 

مشاهده  002و  10ī، 101به ترتیب مربوط به بازتاب های   11/11°و  11/11° ،11/11°پیک های اصلی در آویسل در 

می باشند  Iشد. این اطلاعات دلالت بر این دارد که نمونه های سلولز باکتریایی و آویسل نوعی از فرم کریستالی سلولز 

(Yan et al., 2008 سطح زیر پیک در الگوی .)XRD  نشان می دهد که برای میزان کریستالیزاسیون نمونه ها را

می باشد.  % 11/11و  % 11/11، % 11/11آویسل، سلولز باکتریایی و کربوکسی متیل سلولز این مقادیر به ترتیب 

پذیرتر ظاهر  شود که این ماده در واکنش های شیمیایی واکنش نسبت به آویسل باعث می CMCکریستالیزاسیون کمتر 

 شود. 

 (SEMوبستراهای اندازه گیری فعالیت سلولاز )اسکن  میکروسکوپ الکترونی از س

به ترتیب نشان دهنده ساختار مورفولوژیکی آویسل، سلولز باکتریایی و کربوکسی متیل سلولز می باشد.  cو  a ،b 1شکل 

 تصاویر نشان دهنده اختلاف مورفولوژیکی در سوبسترا های مختلف می باشد. 

 

 

 

 

 
 (1444X( کربوکسی متیل سلولز )بزرگنمایی c( سلولز باکتریایی، )b( آویسل، )a. تصویر میکروسکوپ الکترونی )1 شکل

(a) (b) (c) 

(a

) 

(b

) 
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می باشد  12به  1نشان داده شده است ضخامت رشته های سلولز باکتریایی نسبت به آویسل  1همانطور که در شکل 

(µm 11  بهµm 111که نشان دهنده ظرافت بیشتر فیبرهای سلولز باکتریایی در برابر آویسل می )  باشد. این نسبت

، سلولز باکتریایی پیچ و k1در بزرگنمایی  bو a  1نیز در بین فیبر های دیگر برسد. در شکل  122به  1ممکن است به 

تاب بیشتری را در مقایسه از آویسل از خود نشان می دهد، چراکه دارای فیبر های نازکتری می باشد و این امر باعث می 

با آویسل توسط قارچ بهتر استفاده شود. ظرافت بیشتر فیبرهای سلولز باکتریایی می تواند بر  شود که این پلیمر در مقایسه

خصوصیاتش از قبیل ظرفیت جذب آب ئ همچنین سطح مقطع در تماس با آنزیم تاثیر بگذارد. سلولز باکتریایی قابلیت 

 د. برابر وزن خشک خود را دار 122استفاده توسط قارچ و ظرفیت نگهداری آب تا 

 

 

 

 

 

 ( سلولز باکتریاییb( آویسل و )a. تصاویر میکروسکوپ الکترونی )1 شکل

 تعیین غلظت پروتئین خارج سلولی و فعالیت آنزیم های سلولاز در جدایه های موتانت

حاوی سلولز کلوئیدی به عنوان  TFM( تولید شده در محیط تخمیر mg/mlغلظت پروتئین خارج سلولی ) a-1شکل 

دارای اختلاف معنی  21/2نشان می دهد. کلیه نمونه ها در سطح آماری  T. harzianumتخمیر را در قارچ سوبسترای 

دار آماری بودند و مقایسه میانگین ها به روش دانکن نشان داد که بالاترین غلظت پروتئین تولید شده به ترتیب در نمونه 

بودند و کمترین میزان پروتئین در نمونه  10h MTو  13Th M ،14Th M ،8Th M ،15M Th ،18M Th ،9Th Mهای 

16Th M  مشاهده گردید.  شکلb-1  مقایسه غلظت پروتئین خارج سلولی قارچT. viride  و جدایه های موتانت آن را

دارای اختلاف معنی دار آماری بوده و مقایسه  21/2نشان می دهد. کلیه جدایه ها و گونه وحشی آنها در سطح آماری 

 2Tv M ،Tvهای آنها به روش دانکن نشان داد که بالاترین غلظت پروتئین تولید شده به ترتیب در نمونه های  میانگین

1M ،3Tv M ،14Tv M ،10Tv M  4وTv M  مشاهده می شود و کمترین میزان پروتئین خارج سلولی در محیط تخمیر

متغیر بود و برخی از جدایه  mg/ml 111/2الی  221/2می باشد. میزان تغییرات پروتئین از مقدار  21Tv Mقارچ موتانت 

 . تولید می کردند T. virideهای موتانت مقادیر کمتری از پروتئین خارج سلولی را در مقایسه با گونه وحشی قارچ 

 

 

 

 

(a) (b) 
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در  T. viride( b) و T. harzianum( a( در جدایه های موتانت و وحشی قارچ )mg/ml. مقایسه غلظت پروتئین خارج سلولی )1شکل 

 حاوی سلولز کلوئیدی. TFMمایع فوقانی محیط تخمیر 

 

( و جدایه های موتانت آن با T. virideو   T. harzianumاندازه گیری فعالیت های آنزیمی جدایه وحشی )قارچ 

گیری شد که به  ، اندازه1#استفاده از سوبسترای آویسل، کربوکسی متیل سلولز، سلولز باکتریایی، کاغذ صافی واتمن 

بودند. اندازه گیری فعالیت آنزیم های  FPase، باکتریال سلولاز، CMCaseترتیب بیانگر فعالیت آنزیم های آویسلاز و 

مقایسه میانگین فعالیت  1اگزوگلوکانازی با استفاده از سوبسترای کریستالی نظیر سلولز و آویسل انجام می شود. شکل 

و جدایه های موتانت آن را در مایع فوقانی  T. viride و T. harzianumرچ وحشی ( قاU/mlآنزیم اگزوگلوکاناز )

دارای اختلاف معنی دار آماری بودند.   21/2را نشان می دهد. کلیه نمونه ها در سطح آماری  TFMمحیط تخمیر 

مشاهده گردید.  Th M9و  Th M8 ،Th M10 ،Th M18بالاترین فعالیت آنزیم اگزوگلوکاناز در جدایه های موتانت 

 Thمتغیر بود. پایین ترین میزان فعالیت آنزیمی در جدایه موتانت  11/1الی  12/1میزان تغییرات فعالیت اگزوگلوکاناز از 

M14  مشاهده گردید. همچنین بالاترین میزان فعالیت اگزوگلوکانازی در بین قارچ وحشیT. viride  و جدایه های

الی  11/1مشاهده گردید. میزان تغییرات فعالیت اگزوگلوکانازی از  Tv M18ت قارچ موتانت آن تنها در جدایه موتان

U/ml 11/1  متغیر است. پایین ترین میزان فعالیت اگزوگلوکانازی در جدایه موتانتTV M9  1مشاهده گردید. شکل 

قارچ وحشی  TFM( را در مایع فوقانی محیط تخمیر CMCaseمقایسه میانگین فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز )

T. harzianum و T. viride  دارای  21/2و جدایه های موتانت آن را نشان می دهد. کلیه نمونه ها در سطح آماری

( به ترتیب در جدایه های موتانت CMCaseاختلاف معنی دار آماری بودند. بالاترین فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز )

ThM10 ،Th M9  وTh M7 الی  11/1فعالیت آنزیمی از مقدار  مشاهده گردید. میزانU/ml 11/1  متغیر بود. پایین

مشاهده گردید. همچنین بالاترین فعالیت آنزیم آنزیم  Th M16ترین میزان فعالیت آنزیم اندوگلوکاناز در جدایه موتانت 

و  Tv M16 ،Tv M14 ،Tv M15 ،Tv M18( به ترتیب در جدایه های موتانت CMCase( )U/mlاندوگلوکاناز )

Tv M17  مشاهده گردید که مقادیر بالاتری از فعالیت آنزیمی قارچ وحشی را از خود نشان می دادند. فعالیت آنزیم

متغیر بود. کمترین  U/ml 12/1الی  11/1و جدایه های موتانت آن از  T. viride( در قارچ CMCaseاندوگلوکاناز )

مشاهده گردید. سیستم سلولازی کامل شامل  Tv M6انت ( در جدایه موتCMCaseفعالیت آنزیم اندوگلوکاناز )

هاست. به منظور تعیین فعالیت سلولاز کل از سوبسترای ناهمگن کاغذ صافی ها و بتاگلوکوزیدازها، اگزوگلوکانازاندوگلوکاناز

 نزیمیی یک که در ساختار خود شامل هر دو بخش کریستالی و آمورف است، استفاده شد و فعالیت آواتمن شماره

(a

) 

(b

) 
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(FPase) برحسب U/ml  1بیان گردید. شکل ( مقایسه میانگین فعالیت آنزیم سلولاز کلFPase را در مایع فوقانی )

و جدایه های موتانت آنها را نشان می دهد. کلیه  T. viride و T. harzianumدر قارچ وحشی  TFMمحیط تخمیر 

 اری بودند.دارای اختلاف معنی دار آم 21/2نمونه ها در سطح آماری 

 

 

 

 

 

با استفاده از  T. viride(   bو ) T. harzianum( a( جدایه های موتانت  و وحشی قارچ )U/ml. مقایسه میانگین فعالیت آنزیمی  )5شکل 

و سلولز باکتریایی جهت سنجش فعالیت آنزیم خارج  1#(، کاغذ صافی واتمن CMCسوبسترای آویسل، کربوکسی متیل سلولز )

 حاوی سلولز کلوئیدی. TFMد شده در مایع فوقانی محیط تخمیر سلولی تولی

مشاهده  Th M18و  Th M9 ،Th M10( به ترتیب در جدایه های موتانت U/mlبالاترین فعالیت آنزیم سلولاز کل )

 .Tقارچ گردید که مقادیر بالاتری از فعالیت آنزیمی قارچ وحشی را از خود نشان می دادند. فعالیت آنزیم سلولاز کل در 

harzianum  الی  21/1و جدایه های موتانت آن ازU/ml 12/12  متغیر بود. کمترین فعالیت آنزیمFPase  در جدایه

، Tv M15مشاهده گردید. بالاترین میزان فعالیت آنزیم سلولاز کل به ترتیب در جدایه های موتانت  Th M16موتانت 

Tv M8 ،Tv M14 ،Tv M17  وTv M10 .میزان فعالیت آنزیم  مشاهده گردیدFPase  در بین جدایه های مختلف

مشاهده  Tv M21متغیر بود. کمترین میزان فعالیت آنزیم سلولاز کل در جدایه موتانت  U/ml 11/12الی  11/1از 

 .Tنتایج مقایسه میانگین فعالیت آنزیم سلولاز بر سوبسترای سلولز باکتریایی را در قارچ وحشی  1گردید. شکل 

harzianum و T. viride  و جدایه های موتانت آن را در مایع فوقانی محیط تخمیرTFM  حاوی سلولز کلوئیدی نشان

دارای اختلاف معنی دار آماری بودند. بالاترین میزان فعالیت آنزیم سلولاز به  21/2می دهد. کلیه نتایج در سطح آماری 

 U/mlالی  11/1د. یزان تغییرات فعالیت آنزیم سلولاز از مشاهده گردی Th M6و  Th M7ترتیب در جدایه های موتانت 

متغیر بود. بالاترین فعالیت آنزیمی به ترتیب  U/ml 11/11الی  11/1متغیر بود. میزان تغییرات فعالیت آنزیمی از  11/11

مشاهده گردید. پایین ترین فعالیت  Tv M3و  Tv M14 ،Tv M15 ،Tv M16 ،Tv M2در جدایه های موتانت 

مشاهده گردید. اندازه گیری فعالیت  Tv M21زیم سلولاز با استفاده از سوبسترای سلولز باکتریایی در جدایه موتانت آن

آنزیمی با استفاده از سلولز باکتریایی مقادیر بالاتری از فعالیت را در مقایسه با سوبستراهای دیگر نشان داد که این امر 

 زیم ها می باشد. نشانه قابلیت دسترسی بالای آن برای آن

 بحث

کریستالیزاسیون سلولز نقش مهمی در هیدرولیز آنزیمی بازی می کند. تصور کلی بر این است که ساختار سلولز به دو 

ناحیه تقسیم می شود، یکی ناحیه آمورف است که به آسانی توسط آنزیم هیدرولیز می شود و یکی دیگر ناحیه کریستالی 

(a) (b) 
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هیدرولیز می گردد. این موضوع فراهم آورنده فهم مناسبی از سینتیک های مشاهده شده است که به سختی توسط آنزیم 

برای هیدرولیز سلولز است که زمانیکه آنزیم ها به سرعت هیدرولیز را انجام دهند آن ترکیب بیشتر دارای ناحیه آمورف 

ی می باشد. بر اساس نتایج الگوی است و اگر هیدرولیز به سختی صورت بگیرد آن ماده بیشتر دارای نواحی کریستال

XRD بالاترین میزان کریستالیزاسیون به ترتیب مربوط به آویسل، کربوکسی متیل سلولز و سلولز باکتریایی بود. آویسل ،

تجاری )که همچنین سلولز میکروکریستال یا هیدروسلولز نیز نامیده می شود( برای اندازه گیری فعالیت 

چراکه دارای درجه پایینی از پلیمریزاسیون سلولز بوده، میزان کریستالیزاسیون بالا و نسبتاً برای اگزوگلوکانازاستفاده شد، 

حمله اندوگلوکانازها با وجود برخی از نواحی آمورف غیر قابل دسترس می باشد. آنزیم هایی که فعالیت نسبتاً بالایی را 

هستند، به عنوان اگزو گلوکاناز تعریف می شوند  CMCبرروی آویسل نشان می دهند و دارای فعالیت کمی بر روی 

(Maki et al., 2009 بر پایه عملکردهای خارجی اشان دسته بندی می شوند که )(. سلوبیوهیدرولازها )اگزو گلوکانازها

( از انتهای زنجیره می شکنند و تولید سلوبیوز و برخی مولکول های گلوکز می 1،1) βآنها همگی باندهای گلیکوزیدی 

، به عنوان سوبسترای محلول در آب(، اغلب برای CMCکنند. کربوکسی متیل سلولز که مشتقی یونی از سلولز است )

نامیده می شود، استفاده می گردد، چراکه اندوگلوکانازها باند های گلیکوزیدی  CMCaseتعیین فعالیت اندوگلوکاناز که 

β (1،1داخل مولکولی را بصورت تصادفی می ) (شکنندKarlsson et al., 2001 نتایج .)FT-IR  نشان داد که

کربوکسی متیل سلولز دارای گروه های کربوکسی می باشد که باعث ایجاد بار منفی بر روی زنجیره پلیمر می گردد. این 

ف و امر باعث می شود پلیمر در محلول های آبی به علت دافعه الکترواستاتیک در زنجیره های مولکول بیشتر به شکل آمور

محلول باشد و درصد کمتری از ساختار بصورت کریستالی وجود داشته باشد که این امر این پلیمر را برای اندازه گیری 

گلوکوزیداز می -βفعالیت اندوگلوکانازها مناسب می سازد. سلولاز کل شامل فعالیت آنزیم های اندوگلوکاناز، اگزوگلوکاناز و 

رولیز سلولز کریستالی می شوند. هیدرولیز کارآمد سلولز کریستالی بوسیله سلولاز باشد که بصورت سینرژیستی باعث هید

 Koivula (1111)و  Teeriنیازمند به عملکرد سینرژیستکی اندوگلوکانازها و سلوبیوهیدرولازها می باشد که توسط 

ی کمپلکس های آنها، مرورشده است. برای تعیین فعالیت سلولیتیک مخلوط های سلولازی یا عملکردهای سینرژیست

سوبستراهای هتروژن از قبیل کاغذ صافی و سلولز باکتریایی می توانند استفاده گردند. نتایج نشان داد که سلولز باکتریایی 

سوبسترای خوبی برای تعیین فعالیت سلولاز کل می باشد. چراکه بالاترین فعالیت آنزیمی در مقایسه با کاغذ صافی و 

ن داد. هتروژن بودن سلولز نامحلول و پیچیدگی سیستم های سلولازی سبب مشکلات دشواری در آویسل را از خود نشا

اندازه گیری فعالیت سلولاز کل می شود. درجه سینرژی بین اندوگلوکانازها و اگزوگلوکانازها تحت تاثیر خصوصیات 

(. بالا بودن مقادیر فعالیت Zhang & Lynd, 2006سوبسترا، شرایط آزمایش، مقدار آنزیم و نسبت ترکیبات می باشد )

BCase  نشان داد که سلولز باکتریایی پتانسیل خوبی برای هیدرولیز و تولید آنزیم بوسیله گونه های قارچ تریکودرما را

دارا می باشد چراکه دارای خصوصیات مکانیکی قابل توجه در هر دو حالت مرطوب و خشک، تخلخل، جذب آب، قابلیت 

چ ها، ضخامت کمتر رشته های مولکول، سطح مقطع بالاتر، تجزیه پذیری و تمایل بیولوژیکی عالی می تجزیه توسط قار

 باشد. 
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