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 چکیده

( و T. virideو  Trichoderma harzianumدر این مطالعه، تولید آنزیم سلولاز و پررروتنین رررارو سررلولو دو زونرره از کررارا تریکودرمررا  

افو واتمررن (، کاغررذ  ررIII  . سنجش فعالیت آنزیم سلولاز با استفاده ازآویسل، کربوکسو متیل سررلولزبررسو شد هاآنی هاافتهیجهش

تبرردیل  کرمزمررادون انجام شد. رصو یات سارتار شیمیایو این ترکیبات با استفاده از اسپکتروسکوپو (Iαو سلولز باکتریایو   1شماره 

نشرران  ( بررسو شد. تصاویر میکروسررکوپ الکترونرروSEM  ( و میکروسکوپ الکترونو روبشوXRD  (، پراش اشعه ایکسFT-IRفوریه  

یبررر سررلولز ی در مقایسه با آویسل و کربوکسررو متیررل سررلولز دارد. نسرربت  رر امت فترفیظرداد که سلولز باکتریایو سارتار فیبری 

 CMCشرران داد کرره و پررراش اشررعه ایکررس ن کرمزمادونی اسپکتروسکوپو هاوابیارزبود.  30به  1باکتریایو در مقایسه با آویسل تقریباً 

سررلولز  وباشررد. کریستالیزاسرریون آویسررل مو %84/81ی کربوکسیلیک بر روی سارتار رود است و کریستالیزاسرریون آن هازروهحاوی 

باشررد. هررر دو زونرره و ( مو66%/44ولز باکتریررایو  ( بیشررتر از سررل89%/15باکتریایو نشان داد که شررارک کریستالیزاسرریون آویسررل  

بررالاترین  T. harzianumهای مقادیر م تلفو از پروتنین رارو سلولو را در محیط ت میر تولید کردند. در جدایرره هاآنی هاافتهیجهش

یررت آنزیمررو بررالاترین فعال T. virideهای و در جدایرره Th M6و  Th M7یافته های جهشدر جدایه بیترتبهمیزان فعالیت آنزیم سلولاز 

اکتریایو مقادیر زیری فعالیت آنزیمو با استفاده از سلولز بمشاهده زردید. اندازه Tv M14 ،Tv M15یافته های جهشدر جدایه بیترتبه

ز باکتریایو بالای سلول بالاتری از فعالیت را در مقایسه با سوبستراهای آویسل و کاغذ  افو نشان داد که این امر نشانه کابلیت دسترسو

 باشد. مو Iβبرای تجزیه زیستو در مقایسه با آویسل یا سلولز  Iαیا سلولز 
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 مقدمه

سررلولو زیاهرران و  یسررلولز سررارتار بنیررادی ا ررلو در دیررواره

عنوان جزء ا لو دیواره سررلولو چنین بهو هم باشدموها جلبک

 Cannon کنرون و اندرسرون شود مونیز محسوب ها اوومیست

and Anderson, 1991طورکلو برای سررلولز چهررار سررارتار ه(. ب

م تلف بیان شده است که دارای رصو یات متفرراوتو هسررتند. 

 4و  1 بترراهای زلوکرران بررا پیونرردهای که شامل زنجیره Iسلولز 

. این نوع اندزرفتهموازی در کنار یکدیگر کرار   ورتبهاست که 

. ایررن نرروع سررلولز شررودموسررارتار عمومرراً در طبیعررت یافررت 

تولیرررد  Gluconobacter xylinusچنرررین توسرررط بررراکتری هم

عنوان سررلولز برره تواندمو I. در حالت غیر رشک سلولز شودمو

 ,.Ross et al  و همکررارانراس  مطرررش شررود (Nativeطبیعو  

غیرمرروازی زلوکرران بررا  یهررارهیزنجشررامل  II(. سررلولز 1991

در حالررت  G. xylinusاسررت کرره توسررط  4و  1 بترراپیونرردهای 

کشت یا بعد از کریستالیزاسیون مجدد یررا تیمررار محیطزدن هم

(. 1991، و همکررارانراس  شررود موایجرراد  Iشرریمیایو سررلولز 

و شررود مودر دیررواره سررلولو زیاهرران عررالو یافررت  IIIسررلولز 

هیگلرر و نیررز تولیررد شررود  IIاز تیمار شیمیایو سررلولز  تواندمو
طور برجسته هب Iα(. سلولز Haigler and Weimer, 1991 ویمار 

 Iβکه سلولز زردد، درحالوها تولید موجلبکها و توسط باکتری

. بررا ایررن حررال همرره سررلولزها شررامل شررودمواز زیاهان مشتق 

سوزو یامرا باشند مو (morphAllo  مقادیری از هر دو آلومورف
(. سررلولازها  م لرروطو از Sugiyama et al., 1991 و همکرراران 

طور تجمعررو برررای هیرردرولیز ههای آنزیمو پیچیررده( بررسیستم

کننررد و تولیررد واحرردهای سلولز در  ایعات کشاورزی عمررل مو

کننده های تجزیهسلولازها توسط کارانمایند. ساده زلوکز را مو

، Chaetomium ،Fusariumهرررررای یرررررل جنسسرررررلولز از کب

Myrothecium ،Penicillium ،Aspergillus  هایهنررررررررررررزوو 

Trichoderma و همکرراران ساجیت  زردندتولید مو Sajith et 

al., 2016) .کارا تریکودرمررا حررداکل دو اززوزلوکانرراز  هایزونه

 Cel 7A (CBHو  Cel 6A (CBH III) سلوبیوهیدرولاز( شامل 

I)  اندوزلوکاناز شررامل و پنجCel 5A (EG II) ،Cel 7B (EG I) ،

Cel 12A (EG III) ،Cel 45A .EG V  وCel 61A (EG 17 ،

 Cel 3Aو  Cel 1A (BGL II)زلوکوزیداز شامل -بتاچنن دو هم

(BGL I)  فورمن ؛زری شوتین کنندموبرای تجزیه سلولز تولید 
(. در Grishutin, 2004; Foreman et al., 2003  و همکرراران

 هرراآنزیمطول یک فرایند هیرردرولیز آنزیمررو هررر سرره دسررته از 

زلوکوزیرردازها( برررای - سلوبیوهیدرولازها، انرردوزلوکانازها و بتررا

 ,.Lynd et al  و همکررارانلینرد  کننرردشکستن سلولز عمل مو

. ازررر شررودمو( و در ابتدای فرایند به سرعت زلرروکز آزاد 2002

برررای هیرردرولیز اسررتفاده شررود، های آنررزیم دسررتهتنها یکو از 

م تل شود. عملکرد بررا یکرردیگر  کرره  تواندموفرایند هیدرولیز 

ی هرراآنزیم( هر سه دسته شودموعنوان سینرژی مطرش بهاغلب 

 ررروری ثر ؤمرربرای یک فرایند هیدرولیز آنزیمررو  ،سلولالیتیک

هررای سررلولازی در باتوجرره برره پتانسرریل کرراربرد آنزیم. باشدمو

تریکودرما در تولیررد  هایزونهلف و نیز اهمیت نقش  نایع م ت

شناسررایو سوبسررتراهای  بررا هرردف حا ر این نوع آنزیم، تحقیق

متنرروع  هایجدایررهفعالیت آنزیمو در زیری اندازهمناسب برای 

انجررام  T. harzianumو  T. virideکارچو  هایزونه یافتهجهش

اهای م تلررف فعالیت آنزیمو از سوبسررترزیری اندازهبرای  و شد

، A(، آویسررل  Iαعنوان سررلولز برره، BCشامل سلولز باکتریایو  

عنوان برره، CMC( و کربوکسو متیررل سررلولز  Iβعنوان سلولز به

( استفاده شررد تررا FP  1( و کاغذ  افو واتمن شماره IIIسلولز 

بررر سوبسررتراهای  یافتررهجهش هایجدایهنحوه عملکرد متفاوت 

چنین ایررن پررژوهش همرار زیرد. م تلف سلولزی موردمطالعه ک

اهمیت و نقش القای جهش در کارا برای ایجرراد تنرروع فعالیررت 

 .دهدموآنزیمو و افزایش بازده تولید آنزیم را نشان 

 

 هامواد و روش

 تولید سلولز کلوئیدی 

ی هرراآنزیمعنوان منبررع کررربن برررای تولیررد سلولز کلوئیدی برره

وسیله پرریش تیمررار هدی بسلولز کلوئیتولید . کرار زرفتسلولاز 

وزنررو برره   %85سلولز رالک  آویسل( در اسررید ارتوفسررفریک 

انجررام زرفررت تررا  C4˚ دمررای ساعت در 24( برای مدت حجمو

کرره برره نحویبه ،را یت کلوئیدی در سلولز افزایش پیرردا کنررد

تیمار بررا پیش آسانو توسط آنزیم مورداستفاده کرار زیرد. بعد از

ستفاده از یک فیلتررر آب پنیرزیررری  رراف اسید، مواد جامد با ا

مرراده  pHمقطررر شستشررو زردیررد تررا آبشد و چندین مرتبه با 

 -C70˚کلوئیدی در دمای  سلولزبرسد. سپس  5جامد به حدود 

کن رشررکساعت منجمد زردید و با اسررتفاده از  24برای مدت 

ساعت رشک زردید و تررا انرردازه مررش  48انجمادی برای مدت 

 (. Schulein, 1997  شولین سیاب شدمیکرون آ 125-53

 

 تولید کربوکسی متیل سلولز

از سلولز رالک  آویسل( برررای تولیررد کربوکسررو متیررل سررلولز 

 استفاده زردید. تولیررد کربوکسررو متیررل سررلولز براسرراس روش

انجام شررد. درجرره  (Kirk and Othmer, 1967  میرتاو وکیرک 

کسررو متیررل ( کربوDegree of Substitution, DSاسررت  ف  

المللرررو بینسرررلولز تولیررردی برررا اسرررتفاده از روش اسرررتاندارد 

( تعیررین شررد. از کربوکسررو متیررل ASTM, 2005  امتواسای
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انرردوزلوکاناز یررا ( جهررت تعیررین فعالیررت آنررزیم CMCسررلولز  

 ( استفاده زردید. CMCaseکربوکسو متیل سلولاز  

 

 تولید سلولز باکتریایی

د آنررزیم سررلولاز بررر روی سررلولز منظور بررسو نحرروه عملکررربه

برای تولید سلولز  Gluconobacter xylinusباکتریایو از باکتری 

باکتریایو استفاده زردید و برای سنجش فعالیت آنررزیم سررلولاز 

از مرکز کلکسرریون  G. xylinusمورداستفاده کرار زرفت. باکتری 

های علمو و  ررنعتو ایررران برره کارا و باکتری سازمان پژوهش

 تهیه زردید. سلولز باکتریایو مطررابق روش PTCC 1734ره شما

 (Moosavi-Nasab et al., 2010 و همکرراران   موسروی نسرب

سرراعت در دمررای  24مرردت سازی شد. سررپس بهتولید و رالک

˚C70-  منجمد زردید و با استفاده از رشک کن انجمادی برای

 53-125سرراعت رشررک زردیررد و تررا انرردازه مررش  48مرردت 

و  موسوی نسب؛ 2014و همکاران،  شهبازیسیاب شد میکرون آ

 (. Shahbazi et al., 2014  2010همکاران، 

 

پدراش  (،FT-IR) تبددیل فوریده قرمزمادون سنجیطیف

 سوبستراو بررسی میکروساختار  (XRD) اشعه ایکس

(، پررراش اشررعه FT-IRکرمز تبرردیل فوریرره  مررادون سنجوطیف

پررودر ( SEM  و روبشررو( و میکروسکوپ الکترونررXRD  ایکس

 اساس روشمتیل سلولز و سلولز باکتریایو برآویسل، کربوکسو 

  شد.مطالعه  (2014و همکاران   شهبازی
 

 تولید آنزیم سلولازسازی قارچ و آماده

و  یافتررهجهش  T. virideو   T. harzianumکررارا  هایجدایرره

زروه پژوهشررو  -وحشو از کلکسیون آزمایشگاه بیماری شناسو

ترتیب بررا شررماره برره ایپزشکو پژوهشکده کشاورزی هستهاهزی

و  مرررادی  ( تهیرره زردیرردNrcam T6و  Nrcam T7دسترسررو 

در دمررای روز  7مرردت هررای کشررت بهپلیت(. 1390، همکرراران

˚C28 .اسررپورهای تولیررد شررده بررا اسررتفاده از  نگهداری شرردند

اسررپور/  1×610آوری و جمعیررت آن در محلررول سرریلین جمررع

تنظرریم زردیررد و برررای پرتوتررابو مورداسررتفاده کرررار یتر لمیلو

زرفت. معیار دز جذبو مناسب برای القای موتاسیون حررداکیری 

زنو اسپور پررس از جوانهدر د  40-50در اسپورها، ظهور تقریباً 

(. نتررایج مطالعررات 1390مرادی و همکاران، باشد.  موپرتوتابو 

از در رررد  7/43تقریبررراً  Gy 250کبلرررو نشررران داد کررره در دز 

عنوان دز مناسررب پرتوتررابو و ایررن دز برره انرردزدهاسپورها جوانه 

(. پرتوتابو با اسررتفاده 1390انت اب زردید  مرادی و همکاران، 

کوری  2500اکتیویته  –60از دستگاه زاماسل با چشمه کبالت 

کشرراورزی  پژوهشررکدهزری در ثانیه مستقر در  23/0و نرخ دز 

سازمان انرژی  -ایه علوم و فنون هستهپژوهشگاای کرو  هسته

. از سوسپانسیون اسپور سریال رکت تهیرره شداتمو ایران( انجام 

کشرررت داده شررردند.  PDAکشرررت محیطزردیرررد و برررر روی 

کشت تازه انتقال داده شد و محیطاسپورهای جوانه زده شده به 

 شررکل و های مورفولوژیک جدایه موتانت براساس تفاوت بیست

، سررررعت PDAکشرررت طیمحسررررعت رشرررد در رنرررل کلنرررو، 

 زنو اسپور و میزان تولید اسپور( انت اب زردید.جوانه

و بیست جدایه جهررش  Nrcam T6و  Nrcam T7 هایجدایه    

 Malt Yeast Glucoseکشررت محیطبررر روی  یافترره از هرزونرره

Agar (MYG agar)  5/2عصرراره مالررت، لیتررر  درزرم  5حاوی 

ر دزرم  20زلوکز و لیتر  درزرم  10ر، عصاره م ملیتر  درزرم 

زردیدند. نگهداری  C28˚آزار کشت داده شدند و در دمای لیتر 

هررای هفررت روزه حرراوی با اسررتفاده از محلررول سرریلین از پلیت

اسررپور در  710-810اسپور، سوسپانسیون اسپوری بررا جمعیررت 

تهیه زردید. کشررت اولیرره سوسپانسرریون اسررپوری در لیتر میلو

 1( حرراوی Trichoderma Complete Medium  TCMمحرریط 

لیتررر  درزرررم  2اوره، لیتر  درزرم  3/0باکتوپپتون، لیتر  درزرم 

4PO2KH ،4/1  4 لیتررر درزرررمSO2)4(NH ،3/0  لیتررر  درزرررم

O2H.74MgSO ،3/0  لیتررر  درزرمO2H.62CaCl ،005/0  زرررم

 4MnSO ،002/0لیتررر  درزرررم  O2H.74FeSO ،002/0 لیتر در

 2و  لیتر درزرم  O2H.74SOOC 002/0و  4ZnSOلیتر  ردزرم 

بر  TCMکشت محیط pHتوئین انجام زرفت. لیتر  درلیتر میلو

( زلرروکز وزنررو برره حجمررو  %3/0تنظیم زردید و بررا  8/4روی 

در  TCMکشررت محیطترکیب زردید. انجررام عمررل ت میررر در 

 TCMمحرریط لیتررر میلو 50حرراوی لیتری میلو 250ارلن مایر 

انجررام دور در دکیقرره  180ساعت و  24مدت به C28˚دمای  در

زرفت و بعد از مدت زمان فوق اسپورها تبدیل به حالت رویشو 

دور  4500وژ کردن در یمیسلیوم زردیدند. با استفاده از سانتریف

 TCMها از محررریط دکیقررره میسرررلیوم 7مررردت بهدر دکیقررره 

 لازیسررلوی هرراآنزیمجداسررازی شرردند و جهررت القررای تولیررد 

 500های شسررته شررده بررا سرریلین برره ارلررن مررایر میسررلیوم

 Trichodermaمحررریط لیترررر میلو 50حررراوی لیترررری میلو

Fermentation Medium  TFM اوره، لیتررر  درزرم  3/0( حاوی

 4SO2)4(NH ،3/0 لیتررر درزرررم  4PO2KH ،4/1 لیتر درزرم  2

O2H.74MgSO  لیتررر  درزرررم  3/0، لیتر درزرمO2H.62CaCl ،

لیترررر  درزررررم  O2H.74FeSO ،002/0لیترررر  درزررررم  005/0

4MnSO ،002/0  4لیترررررررررررر  درزررررررررررررمZnSO  002/0و 

O2H.74SOOC  توئین انتقال لیتر  درلیتر میلو 2و  لیتر درزرم

 %5/0تنظیم شده بود و حاوی  pH 8/4داده شد. این محیط در 
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( سررلولز کلوئیرردی بررود. شرررایط رشررد مشررابه وزنو به حجمو 

 72مرردت به C28˚و دمررای دور در دکیقرره  180بل در شرایط ک

های کررارا میسررلیومساعت انجام شد. بعد از مرردت زمرران فرروق 

 7مرردت بهدور در دکیقرره  4500توسررط سررانتریفیوژ کررردن در 

پررروتنین زیری انرردازهدکیقه رارو زردید و مایع فوکررانو برررای 

و  ون رارو سلولو و فعالیت آنزیمو مورداسررتفاده کرررار زرفررت
 ,.Wen et al  2016و همکرراران،  شررهبازی؛ 2005همکرراران، 

2005; Shahbazi et al., 2016 .) 

 

غلظت پروتئین خدار  سدلولی تولیددی در گیری اندازه

 محیط تخمیر و تعیین فعالیت آنزیمی

با اسررتفاده از  TFMپروتنین در مایع فوکانو محیط زیری اندازه

زرفررت. از پررروتنین  ( انجررامBradford, 1976  بردفرروردروش 

عنوان اسررتاندارد برره( Bovine Serum Albumin  BSAرررالک 

( لیترررزرم در میلومیلوپروتنین استفاده شد و مقدار پروتنین  

محاسرربه زردیررد. فعالیررت  TFMدر مایع فوکانو محیط ت میررر 

 CMCase اندوزلوکاناز یررا ،Avicelase اززوزلوکاناز یا یهاآنزیم

 FPaseستفاده از سوبسررترای کاغررذ  ررافو یررابا او سلولاز کل  

(Filter Paper-ase)  و با استفاده از سوبسترای سلولز باکتریررایو

مقرردار زلرروکز آزاد شررده از زیری انرردازهوسرریله ه( بBCaseیررا 

سوبستراهای آویسررل، کربوکسررو متیررل سررلولز و کاغررذ  ررافو 

کز نیتروسالیسیلیک اسید و زلودیبا استفاده از معرف  1واتمن 

 Gama and  زامرا و موتراشررد زیری انرردازهعنوان اسررتاندارد به

Mota, 1998 از محلررول  لیترررمیلو5/0(. م لوط واکنش حرراوی

 05/0از هر یک از سوبسررتراها در بررافر  (وزنو به حجمو  5/0%

از مایع فوکررانو  لیترمیلو 5/0( و pH 8/4مولار سیترات سدیم  

دکیقرره در حمررام  60مرردت ها بهنمونهبود.  TFMمحیط ت میر 

 3کرررار زرفتنررد و واکررنش آنزیمررو بررا افررزودن  C50°آب زرم 

نیترررو سالیسرریلیک اسررید متوکررف شررد. دیاز محلول  لیترمیلو

دکیقرره در  5روبو م لوط شدند و سپس برای مدت بهها نمونه

حمام آب جوش کرار داده شدند و فوراً رنک زردیدنررد. سررپس 

ها با استفاده از اسپکتروفتومتر در هسازی جذب نمونبعد از رکیق

عنوان کرائت زردید. هر واحررد فعالیررت آنزیمررو برره نانومتر 540

زلرروکز را برره  میکرومررول 1مقدار آنزیمو که توانایو آزاد کردن 

چنین برای تعیین فعالیررت ازای هر ساعت دارد، تعریف شد. هم

FPase  کاغررذ  ررافومتر سررانتو 1×6 سلولاز کررل( از نوارهررای 

آنررزیم فعالیررت عنوان سوبسترا اسررتفاده شررد. به 1واتمن شماره 

و همکاران،  شهبازی  ززارش زردید لیتردر میلوبرحسب واحد 

2016) . 

 

 آماری تجزیه و تحلیل

( و ANOVAکلیه نتایج آزمایشات با استفاده از آنالیز واریررانس  

 P<05/0روش دانکررن در سررطا آمرراری بررههررا میانگینمقایسه 

 ه نسرر  SPSSافررزار زرفت. آنالیز آماری با اسررتفاده از نرم انجام

 ( انجام زرفت و کلیه آزمایشات در سه تکرار انجام شد.16

 

 نتایج و بحث

میدزان تعیدین های استخلافی سوبستراها و گروهبررسی 

 کریستالیزاسیون 

های است  فو موجود بررر روی سوبسررتراها بررا اسررتفاده از زروه

( FT-IRکرمز تبررردیل فوریررره  ادونمرررسرررنجو آزمرررون طیف

 آویسل، سلولز باکتریایو و FT-IR طیفموردبررسو کرار زرفت. 

نشان داده شده است کرره ( a1  شکلکربوکسو متیل سلولز در 

ده ها را دارند. بانررد ظرراهر شرردلالت بر سارتار کلو کربوهیدرات

در کربوکسررو متیررل سررلولز متر(  بر سررانتو 1421و  1636در 

های است  فو کربوکسو متیررل سررلولز اسررت ده زروهدهننشان

ایررن کربوهیرردرات دارای بررار منفررو بررر روی شررود موکه باعث 

دهنده تبدیل شرریمیایو  ررحیا نشانزنجیره ا لو رود باشد و 

الگرروی ( b1  شررکل. باشرردموآویسل به کربوکسو متیل سلولز 

XRD  سوبسررتراهای مورداسررتفاده در سررنجش فعالیررت آنررزیم

ز شامل آویسل، سلولز باکتریایو و کربوکسو متیل سررلولسلولاز 

. میزان کریستالیزاسیون سوبسررتراهای آویسررل، دهدمورا نشان 

هررای دادهسلولز باکتریایو و کربوکسو متیل سلولز با استفاده از 

نشرران ( b1  شد و نتررایج آن در شررکلزیری اندازه XRDآزمون 

پیررک ا ررلو در داده شده است. الگرروی سررلولز باکتریررایو سرره 

هررای بازتابترتیب مربرروط برره برره 57/22°و  °60/16، °13/14

101 ،10ī  هررای ا ررلو در آویسررل در را نشرران داد. پیک 002و

هررای ترتیب مربرروط برره بازتاببرره 71/22°و  °15/16، °68/14

101 ،10ī  مشاهده شد. این اط عات دلالت بررر ایررن دارد  002و

لو و آویسل نوعو از فرم کریسررتاهای سلولز باکتریایو که نمونه

(. سررطا Yan et al., 2008 و همکرراران  یرانباشند مو Iسلولز 

ها را میررزان کریستالیزاسرریون نمونرره XRDزیر پیک در الگرروی 

که برای آویسررل، سررلولز باکتریررایو و کربوکسررو  دهدمونشان 

 %84/81و  %44/66، %15/89ترتیب متیل سلولز این مقادیر برره

نسبت به آویسررل باعررث  CMCتر ریستالیزاسیون کم. کباشدمو

پررذیرتر هررای شرریمیایو واکنشکه این مرراده در واکنششود مو

 ظاهر شود. 
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 آویسل، سلولز باکتریایو و کربوکسو متیل سلولز XRD( الگوی bو   FT-IR طیف( a  :1 شکل

Fig. 1: (a) FT-IR spectrum and (b) XRD pattern of avicel, bacterial cellulose and carboxymethyl cellulose 
 

بررسددی میکروسدداختار سوبسددتراهای تولیدددی بددرای 

 گیری فعالیت آنزیم سلولازاندازه

دهنده تصرراویر میکروسررارتار ترتیب نشررانبرره a, b, c) 2  شکل

باشررد. ایو و کربوکسررو متیررل سررلولز موآویسل، سلولز باکتریرر

دهنده ارررت ف مورفولرروژیکو در سوبسررترا هررای تصاویر نشرران

نشان داده شده اسررت  3طورکه در شکل باشد. همانم تلف مو

 30برره  1های سلولز باکتریایو نسبت به آویسررل   امت رشته

 میکرومتررر 412برای سلولز باکتریایو و  میکرومتر 12باشد  مو

تررر فیبرهررای سررلولز دهنده ظرافررت بیشیسل( که نشانبرای آو

 1است برره این نسبت ممکن  باشد.باکتریایو در برابر آویسل مو

در  a, b) 3  های دیگر برسررد. در شررکلنیز در بین فیبر 100به 

تررری را در ، سررلولز باکتریررایو پرریب و ترراب بیشk6نمایو بزرگ

دارای فیبرهررای دهد، چراکرره مقایسه با آویسل از رود نشان مو

شررود کرره ایررن پلیمررر در باشد و این امر باعررث موتری مونازک

 مقایسه با آویسل توسط کارا بهتر تجزیه شود.

توانررد بررر تررر فیبرهررای سررلولز باکتریررایو موظرافررت بیش    

رصو یاتش از کبیل ظرفیت جذب آب و نیررز سررطا مقطررع در 

بگذارد. سررلولز باکتریررایو کابلیررت اسررتفاده  تأثیرتماس با آنزیم 

برابررر وزن رشررک  700آب تررا  توسط کارا و ظرفیت نگهررداری

 رود را دارد. 

دار معنررودارای ارررت ف  %5ها در سطا آمرراری بررو نمونه    

ها به روش دانکن نشرران داد کرره میانگینآماری بودند و مقایسه 

های مونهرنررترتیب در بررهد شررده رظت پروتنین تولیربالاترین غل

Th M9 ،Th M10 ،Th M11 ،Th M15  وTh M18  بودنررد و

مشرراهده زردیررد.  Th M16ترین میررزان پررروتنین در نمونرره کم

 T. virideمقایسه غلظت پروتنین رارو سلولو کارا ( b4  شکل

ها و دهد. بررررو جدایررهیافته آن را نشان موهای جهشو جدایه

دار دارای ارررت ف معنررو %5ها در سطا آماری زونه وحشو آن

برره روش دانکررن نشرران ها های آنمیانگینآماری بوده و مقایسه 

ترتیب در داد کرره بررالاترین غلظررت پررروتنین تولیررد شررده برره

و  Tv M2 ،Tv M1 ،Tv M3 ،Tv M14 ،Tv M10های نمونرره

Tv M4 ترررین میررزان پررروتنین رررارو شررود و کممشرراهده مو

 باشد. مو Tv M21یافته سلولو در محیط ت میر کارا جهش

ور
عب
د 
ر 
د

 
T

ra
n

sm
it

ta
n

ce
 p

er
ce

n
ta

g
e 

د(
ر 
 د
ت 
شد

 In
te

n
si

ty
 (

%
) 

 متر( بر سانتو عدد موو
Wave number (cm-1) 

 (°تتا -2  زاویه

Angle (2-Theta°) 



 ...رچیافته قاهای جهشهای سلولاز جدایهآنزیم تأثیربررسی 

40 

زرررم میلو 182/0لررو ا 050/0میزان تغییرات پروتنین از مقدار 

یافترره های جهشمتغیررر بررود و تعرردادی از جدایرره لیترر میلود

تری از پروتنین رارو سلولو را در مقایسرره بررا زونرره مقادیر کم

های زیری فعالیتتولید مو کردند. اندازه T. virideوحشو کارا 

( و T. virideو   T. harzianumآنزیمررو جدایرره وحشررو  کررارا

افترره آن بررا اسررتفاده از سوبسررترای آویسررل، یهای جهشجدایه

کربوکسو متیل سلولز، سلولز باکتریررایو، کاغررذ  ررافو واتمررن 

هررای ترتیب بیانگر فعالیت آنزیمبهزیری شد که ، اندازه1شماره 

اززوزلوکاناز یا آویس ز، اندوزلوکاناز یا کربوکسو متیل سلولاز و 

تریایو و سررلولاز سلولاز کل  سلولاز کل با سوبسترای سلولز باک

مقایسرره  a, b) 5  کل با سوبسترای کاغذ  ررافو( بودنررد. شررکل

 .T( کررارا وحشررو U/mlمیانگین فعالیت آنررزیم اززوزلوکانرراز  

harzianum  وT. viride یافته آن را در مایع های جهشو جدایه

ها در دهد. کلیرره نمونررهرا نشان مو TFMفوکانو محیط ت میر 

 دار آماری بودند. رت ف معنودارای ا %5سطا آماری 

یافته های جهشبالاترین فعالیت آنزیم اززوزلوکاناز در جدایه    

Th M8 ،Th M10 ،Th M18  وTh M9  مشاهده زردید. میررزان

واحررد بررر  27/5الررو  50/2تغییرررات فعالیررت اززوزلوکانرراز از 

الیت آنزیمررو در رترین میررزان فعررپررایینمتغیررر بررود.  لیترمیلو

چنین بالاترین مشاهده زردید. هم Th M14یافته شرجهجدایه 

و  T. virideمیزان فعالیت اززوزلوکانازی در بین کررارا وحشررو 

 Tvیافته کررارا یافته آن تنها در جدایه جهشهای جهشجدایه

M18  مشاهده زردید. میزان تغییرات فعالیت اززوزلوکانررازی از

ترین میزان ت. پایینمتغیر اس لیترواحد بر میلو 56/5الو  66/1

مشرراهده  TV M9یافترره فعالیت اززوزلوکانازی در جدایه جهش

مقایسررره میرررانگین فعالیرررت آنرررزیم  c, d) 5 زردیرررد. شرررکل

 TFM( را در مایع فوکانو محیط ت میر CMCaseاندوزلوکاناز  

های و جدایرررره T. virideو  T. harzianumکررررارا وحشررررو 

ها در سررطا آمرراری نمونهدهد. کلیه یافته آن را نشان موجهش

بودنررد. بررالاترین فعالیررت آنررزیم دار معنررودارای ارررت ف  5%

 Thیافته های جهشترتیب در جدایه( بهCMCaseاندوزلوکاناز  

M10 ،Th M9  وTh M7  مشاهده زردید. میزان فعالیت آنزیمو

متغیرررر برررود.  لیتررررواحرررد برررر میلو 58/5 الرررو 77/2از مقررردار 

الیرررت آنرررزیم انررردوزلوکاناز در جدایررره ترین میرررزان فعپرررایین

مشاهده زردید. سوبستراهای مورداستفاده  Th M16یافته جهش

اسرراس تواننررد برموعالیررت آنررزیم سررلولاز زیری فبرررای انرردازه

ح لیت در آب برره دو دسررته تقسرریم شرروند. کربوکسررو متیررل 

عنوان برره، CMCسررلولز کرره مشررتقو یررونو از سررلولز اسررت  

آب(، اغلرررب بررررای تعیرررین فعالیرررت سوبسرررترای محلرررول در 

زررردد، موشررود، اسررتفاده نامیررده مو CMCaseاندوزلوکاناز که 

دارررل  4،1 بترراکرره انرردوزلوکانازها بانرردهای زلیکوزیرردی  چرررا

شررکنند و باعررث کرراهش  ررورت تصررادفو مرروهمولکررولو را ب

 Degree ofزیر در درجرررررره پلیمریزاسرررررریون  چشررررررم

Polymerization; DPیته ویرررژه( در (  مررری ً ویسرررکوزCMC 

سرررارتار انررردوزلوکانازها شرررنارته شرررده اسرررت و  شررروند.مو

ها در شکافو واکررع شررده اسررت های جایگاه فعال آنزیمباکیمانده

های کربوکسو متیل تطبیق پیدا کنررد و برره زروهتواند با که مو

پالما  تواند به واحدهای انفرادی زلوکز حمله ببرداین ترتیب مو
بررالاترین فعالیررت آنررزیم  (.Palma et al., 2001  و همکرراران

 Tvیافته های جهشترتیب در جدایه( بهCMCaseاندوزلوکاناز  

M16 ،Tv M14 ،Tv M15 ،Tv M18  وTv M17  مشررراهده

زردید که مقادیر بالاتری از فعالیت آنزیمررو کررارا وحشررو را از 

( در CMCaseدادند. فعالیت آنررزیم انرردوزلوکاناز  رود نشان مو

 10/6 الررو 34/3یافترره آن از های جهشو جدایه T. viride کارا

ترین فعالیت آنزیم انرردوزلوکاناز متغیر بود. کم لیترواحد بر میلو

 CMCaseیافترره ( در جدایرره جهشTv M6  .مشرراهده زردیررد

سیستم سلولازی کامل شامل انرردوزلوکانازها، اززوزلوکانازهررا و 

یسرره میررانگین فعالیررت مقا f e,) 5  بتازلوکوزیدازهاست. شررکل

( را در مایع فوکررانو محرریط FPaseو  BCaseآنزیم سلولاز کل  

و  T. virideو  T. harzianumدر کررارا وحشررو  TFMت میررر 

ها در نمونررهدهد. کلیرره ها را نشان مویافته آنهای جهشجدایه

دار بودند. بالاترین فعالیررت معنودارای ارت ف  %5سطا آماری 

ترتیب ل با استفاده از سوبسترای کاغذ  ررافو بررهآنزیم سلولاز ک

 Th M18و  Th M9 ،Th M10یافتررره های جهشدر جدایررره

مشاهده زردیررد کرره مقررادیر بررالاتری از فعالیررت آنزیمررو کررارا 

دادنررد. فعالیررت آنررزیم سررلولاز کررل مووحشو را از رود نشرران 

 FPAse در کارا )T. harzianum یافترره آن های جهشو جدایه

ترررین متغیررر بررود. کم لیترررواحررد بررر میلو 70/10الو  03/4از 

مشرراهده  Th M16یافترره در جدایرره جهش FPaseفعالیت آنزیم 

ترتیب در بررهزردید. بالاترین میزان فعالیت آنررزیم سررلولاز کررل 

 Tv M15 ،Tv M8 ،Tv M14 ،Tv M17یافترره های جهشجدایه

در بررین  FPaseمشاهده زردید. میزان فعالیت آنزیم  Tv M10و 

متغیر  لیترواحد بر میلو 53/10الو  21/2های م تلف از جدایه

ترررین میررزان فعالیررت آنررزیم سررلولاز کررل در جدایرره بررود. کم

 مشاهده زردید.  Tv M21یافته جهش
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 (برابر 1000نمایو تیل سلولز  بزرگ( کربوکسو مc( سلولز باکتریایو،  b( آویسل،  aویر میکروسکوپ الکترونو  اتص :2 شکل

Fig. 2: Scaning Electron microscopy (SEM) of (a) Avisel, (b) Bacterial cellulose and (c) Carboxymethyl cellulose 

(Magnification 1000X) 

 

 
 برابر( 6000 بزرزنمایو  کتریایو( سلولز باb( آویسل و  aتصاویر میکروسکوپ الکترونو   :3 شکل

Fig. 3: Scaning Electron microscopy (SEM) of (a) Avisel and (b) Bacterial cellulose (Magnification 6000X) 

 
 

 
 

 

 

 

 

 
 

و  a )T. harzianumو وحشو کارا   یافتهجهش هایجدایه( در لیترزرم در میلومیلومقایسه غلظت پروتنین رارو سلولو  : 4شکل 

 b )T. viride .5دار آماری در سطا عنومدهنده ارت ف نشانحروف متفاوت  در مایع فوکانو محیط ت میر حاوی سلولز کلوئیدی% 

 باشدمو
Fig. 4: Comparison of extracellular protein concentration (mg.ml-1) in mutant and wildtype isolates of (a) T. harzianum 

and (b) T. viride in supernatant of Trichoderma fermentation medium (TFM) containing colloidal cellulose. Different 

letters indicate a statistically significant difference of 5% 

 
 

بررالاترین میررزان فعالیررت آنررزیم سررلولاز کررل بررا اسررتفاده از     

یافترره های جهشجدایهترتیب در بهسوبسترای سلولز باکتریایو 

Th M7  وTh M6  مشاهده زردید. میزان تغییرات فعالیت آنزیم

متغیر بود. میررزان  لیترواحد بر میلو 17/13الو  35/7سلولاز از 

 لیترررواحد بر میلو 37/13الو  53/5تغییرات فعالیت آنزیمو از 

متغیر بود. بالاترین فعالیررت آنزیمررو بررر روی سررلولز باکتریررایو 

، Tv M14 ،Tv M15یافتررره های جهشیب در جدایرررهترتبررره

Tv M16 ،Tv M2  وTv M3  .ترین پرررایینمشررراهده زردیرررد

فعالیت آنزیم سلولاز با استفاده از سوبسترای سررلولز باکتریررایو 

زیری مشرراهده زردیررد. انرردازه Tv M21یافترره در جدایه جهش

ری از فعالیت آنزیمو با استفاده از سلولز باکتریایو مقررادیر بررالات

فعالیت را در مقایسه با سوبستراهای دیگر نشان داد که این امررر 

 باشد. ها مونشانه کابلیت دسترسو بالای آن برای آنزیم
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با  T. virideو  T. harzianumو وحشو کارا  یافتهجهش هایجدایه( لیترواحد بر میلومقایسه میانگین فعالیت آنزیمو   :5شکل 
و سلولز باکتریایو جهت  1شماره کاغذ  افو واتمن ( CMC ،) e، fکربوکسو متیل سلولز  ( c، d آویسل، ( a، b ه از سوبسترای استفاد

دهنده نشانحروف متفاوت  حاوی سلولز کلوئیدی. TFMسنجش فعالیت آنزیم رارو سلولو تولید شده در مایع فوکانو محیط ت میر 

 باشدمو %5ا دار آماری در سطمعنوارت ف 
Fig. 5: Comparison of the average enzyme activity (U/ml) of the mutant and wildtype isolates of T. harzianum and T. 

viride using (a, b) Avicel, (c, d) carboxymethyl cellulose (CMC), (e, f) Whatman no. 1 filter paper and bacterial cellulose 

to measure the activity of the extracellular enzyme produced in the supernatant of the Trichoderma fermentation medium 

(TFM) containing colloidal cellulose. Different letters indicate a statistically significant difference of 5% 

 

های لی و فعالیت آنزیمتعیین غلظت پروتئین خار  سلو

 های موتانتسلولاز در جدایه

زرررم بررر میلوغلظررت پررروتنین رررارو سررلولو  ( a4  شررکل

حرراوی سررلولز  TFM( تولید شده در محرریط ت میررر لیترمیلو

 T. harzianumعنوان سوبسترای ت میر را در کارا بهکلوئیدی 

 دهد. نشان مو

 

 گیرینتیجه

در سرررارتار و  موجرررود هرررایتفاوت ی،سرررلولزپلیمرهرررای در 

هیرردرولیز  و سلولز بر میزانستالیو جزء کر یوایمیش باتیترک

 ,Teeri and Koivula  کویروولا و ترریزررذار اسررت تأثیر آن

(. برای مطالعه سررینرژی در فعالیررت سررلولازی، مقایسرره 1997

مستقیم بین میزان هیدرولیز مررواد سررلولزی راهکررار مناسرربو 

سررارتار سررلولز برره دو ناحیرره  تصور کلو بر این است که است.

اسررت کرره برره شررکل( بونظم  بررو، یکو ناحیه شودموتقسیم 

و یکررو دیگررر ناحیرره شررود موآسانو توسررط آنررزیم هیرردرولیز 

زررردد. موس تو توسط آنزیم هیرردرولیز بهکریستالو است که 

های مشاهده سینتیکآورنده فهم مناسبو از فراهماین مو وع 

سرررعت به هاآنزیمکه ز است که زمانوشده برای هیدرولیز سلول

نظم بوتر دارای ناحیه هیدرولیز را انجام دهند آن ترکیب بیش

است و ازر هیدرولیز برره سرر تو  ررورت بگیرررد آن شکل( بو 

. براسرراس نتررایج باشرردموتر دارای نواحو کریستالو ماده بیش

، بررالاترین میررزان ارائرره شررده در ایررن تحقیررق XRDالگرروی 
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ترتیب مربوط به آویسل، کربوکسررو متیررل بهاسیون کریستالیز

چنررین سلولز و سلولز باکتریایو بررود. آویسررل تجرراری  کرره هم

( برررای شودموسلولز میکروکریستال یا هیدروسلولز نیز نامیده 

 ودرجه پایین زیرافعالیت اززوزلوکانازاستفاده شد، زیری اندازه

زان داراسررررت و هرچنررررد میرررر رااز پلیمریزاسرررریون سررررلولز 

اما با وجود بررو از نواحو  ،بالایو دارد کریستالیزاسیون نسبتاً

شررکل(، برررای هیرردورلیز توسررط انرردوزلوکانازها بونظم  بررو

 باشد. موغیرکابل دسترس 

روی آویسررل نشرران  یو که فعالیت نسبتاً بالایو را برهاآنزیم    

عنوان بههستند،  CMCدهند و دارای فعالیت کمو بر روی مو

 ,.Maki et al  و همکرراران مکرو شوندموزوزلوکاناز تعریف از

(. سلوبیوهیدرولازها  اززوزلوکانازها( بر پایه عملکردهای 2009

هررا همگررو بانرردهای کرره آن شرروندموبندی دستهشان رارجو

شررکنند و تولیررد مواز انتهای زنجیررره  را 4و1 -بتا زلیکوزیدی

د. کربوکسو متیررل کننموهای زلوکز مولکولسلوبیوز و بررو 

عنوان برره، CMCسررلولز کرره مشررتقو یررونو از سررلولز اسررت  

سوبسرررترای محلرررول در آب(، اغلرررب بررررای تعیرررین فعالیرررت 

زررردد، مو، اسررتفاده شررودمونامیده  CMCaseاندوزلوکاناز که 

دارررل  4و1 -بتررا چراکه انرردوزلوکانازها بانرردهای زلیکوزیرردی

و همکرراران  لسرونکار شکنندمو ورت تصادفو همولکولو را ب

 Karlsson et al., 2001 نترررایج .)FT-IR  نشررران داد کررره

کرره  باشدموهای کربوکسو زروهکربوکسو متیل سلولز دارای 

زررردد. ایررن امررر موباعث ایجاد بار منفو بر روی زنجیره پلیمر 

هررای آبررو برره علررت دافعرره محلولپلیمررر در شررود موباعررث 

نظم برروتر به شکل بیش های مولکولزنجیرهالکترواستاتیک در 

 ررورت هتری از سررارتار بو محلول باشد و در د کم شکل(بو 

کریستالو وجود داشته باشد که ایررن امررر ایررن پلیمررر را برررای 

سلولاز کل  سازد.موفعالیت اندوزلوکانازها مناسب زیری اندازه

-βی انررردوزلوکاناز، اززوزلوکانررراز و هررراآنزیمشرررامل فعالیرررت 

 ورت سینرژیستو باعررث هیرردرولیز هکه ب باشدموزلوکوزیداز 

. هیدرولیز کارآمد سررلولز کریسررتالو شوندموسلولز کریستالو 

وسرررریله سررررلولاز نیازمنررررد برررره عملکرررررد سینرژیسررررتکو هب

 و ترری کرره توسررط باشدمواندوزلوکانازها و سلوبیوهیدرولازها 
 سررلولازیشده است. برای تعیین فعالیت  مرور (1995 کویوولا 

هررای کمپلکسیا عملکردهای سینرژیستو  آنزیموهای م لوط

ها، سوبسررتراهای هتررروژن از کبیررل کاغررذ  ررافو و سررلولز آن

چنررین مشرر ک شررده هم توانند استفاده زردنررد.موباکتریایو 

است که درجه سینرژی بستگو به سوبسترای مورداستفاده نیز 

 (.Nidetzky et al., 1994  و همکاراننیدزکو  دارد

در ایجرراد  رررود موترراژنو اثرات با کننده زاما همیونیزه وپرت    

تنوع در ذریره ژنتیکو کارا تریکودرمررای بررومو کشررور مررؤثر 

 هایبرنامرره سرراده و کارآمررد در ابررزاری عنوانتواند بهموبوده و 

منظور افررزایش تولیررد یررا فعالیررت بهمیکروبو  هایا  ش سویه

در این تحقیق دو زونه  شود. زرفته کارهای م تلف بهمتابولیت

بیسررت جدایرره ( و T. virideو  T. harzianum  کارا تریکودرما

جهش یافته با استفاده از پرتوتابو با پرتو زامررا از نظررر میررزان 

 ورررارو سررلول وفایررل پروتنینرروسررلولاز و پر میآنررز فعالیررت

آمده از ایررن تحقیررق دسررتبهنتررایج  کرار زرفتنررد. مطالعهمورد

ایجاد تغییر در تولیررد میررزان پررروتنین رررارو نشان داد امکان 

ی تولیرردی هرراآنزیم تنوعسلولو و فعالیت سلولازی و تغییر در 

پرتررو زری  250پرتوتابو با دز در جهت بهبود عملکرد، در اثر 

تر تولیررد های کارچو با توان بیشزاما وجود دارد و ایجاد سویه

یبررات ی زیسررتو ترکتررری در تجزیررهآنزیم کرره پتانسرریل بیش

سلولزی، مدیریت بقایررای زیرراهو، ت میررر و بازیافررت سررلولز و 

های زیستو را داشته باشند، تولید زیست انرژی و دیگر فرآورده

 بررا اسررت. موتاسرریونپررذیر امکان القای جهشاین روش توسط 

 کسررمتو دو فرآینررد از ب شررو در تررر،بیش ژنتیکررو تنوع ایجاد

 ا  ش در ترتیب بدین و دارد نقش و انت اب، تنوع شامل تکامل

نتایج نشان داد که سلولز  .است اهمیت حائز موجودات تکامل و

باکتریایو سوبسترای روبو برای تعیررین فعالیررت سررلولاز کررل 

که بالاترین فعالیت آنزیمو در مقایسرره بررا کاغررذ  . چراباشدمو

 در تمامو مرروارد آزمررایش، افو و آویسل را از رود نشان داد. 

 هایجدایرررهو  T. virideو  T. harzianumدر هرررر دو کرررارا 

ها، مقادیر فعالیت آنزیم سلولاز کل با استفاده از آن یافتهجهش

ی تولیررد هرراآنزیمسوبسترای سلولز باکتریایو باتوجه برره تنرروع 

موتانت، مقادیر بالاتری را نسبت به سررلولاز  هایجدایهشده در 

نشرران داد.  (FPaseآمده از سوبسترای کاغذ  افو  دستهبکل 

های سیسرررتمهترررروژن برررودن سرررلولز نرررامحلول و پیچیررردزو 

فعالیررت زیری انرردازهسررلولازی سرربب مشررک ت دشررواری در 

. درجرره سررینرژی بررین انرردوزلوکانازها و شررودموسررلولاز کررل 

رصو رریات سوبسررترا، شرررایط  تررأثیراززوزلوکانازهررا تحررت 

 نردلیو  ژانرل باشدموآزمایش، مقدار آنزیم و نسبت ترکیبات 

 Zhang and Lynd, 2006 بالا بودن مقررادیر فعالیررت سررلولاز .)

کل با استفاده از سوبسررترای سررلولز باکتریررایو نشرران داد کرره 

سلولز باکتریایو پتانسیل روبو برای هیدرولیز و تولیررد آنررزیم 

که دارای  چرا باشدموکارا تریکودرما را دارا  هایزونهوسیله هب

در هررر دو حالررت مرطرروب و  توجررهکابلرصو یات مکررانیکو 

هررا، کارارشک، ت ل ررل، جررذب آب، کابلیررت تجزیرره توسررط 
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های مولکرررول، سررطا مقطررع برررالاتر، رشررتهتررر  رر امت کم

 . باشدموپذیری و تمایل بیولوژیکو عالو تجزیه

 

 سپاسگزاری

و مهنرردس  همکاری مهندس هادی فررتا اللهررو نویسندزان از

های تریکودرما و سایر در پرتوتابو زونه حسین اهری مصطفوی

تشررکر و  انررد،داده یرراری را ما مطالعه این انجام در همکارانو که

 نمایند.کدردانو مو

 

 

 

 منابع:

 .شود مراجعه وسیانگل متن 9-8 یها فحه به منابع مطالعه جهت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


