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 چكيده 

از مواد ليگنوسلولزي  درصد بالاييباشد كه به علت دارا بودن  تفاله چغندرقند يكي از ضايعات جانبي صنايع توليد قند مي

قارچ جهت توليد آنزيم سلولاز، ساكاريفيكاسيون آنزيمي و توليد الكل از آن باشد. هاي قابل توجه  تواند يكي از گزينه مي

Trichoderma spp. در طبيعت است.  تجزيه كننده سلولزهاي  آنزيم دامنه وسيعي از  كنندههاي مهم توليدكي از ارگانيسمي

پرتو گاما جدايه موتانت  21و با استفاده از  شد از تفاله چغندرقند در محيط تخمير قارچ تريكودرما استفاده در اين پژوهش

 .ساعت توليد گرديد 72براي مدت rpm 180و سرعت همزدن  C 28°آنزيم سلولاز در شرايط دمايي  ،T. reeseiقارچ 

هاي اندوگلوكاناز،  . فعاليت آنزيمها مورد ارزيابي قرار گرفت در كليه جدايه تجزيه كننده سلولزهاي  توانايي توليد آنزيم

هاي موتانت و جدايه   بالاترين مقادير فعاليت آنزيمي را در بين جدايه T. r M5اگزوگلوكاناز و سلولاز كل در جدايه موتانت 

روفايل پروتئيني جدايه موتانت ي مناسبي بود. پازگلوكوزيد- چنين جدايه مذكور داراي فعاليت بتا والد اوليه نشان داد. هم

T.r M5 با استفاده از آزمون SDS-PAGE هاي مولكولي  بررسي شد. جدايه فوق داراي باندهاي آنزيمي متعددي در وزن

بودند. نتايج اين  Cel 61Aو  EG IV ،Cel 3C ،Cel 3D ،Cel 3A ،Cel 7A ،Cel 6A ،Cel 5Aهاي  مختلف بود كه مربوط به آنزيم

براي ساكاريفيكاسيون تفاله  هاي موتانت جدايه الاترين كارايي را بينب T. r M5نشان داد كه جدايه موتانت تحقيق 

ساعت انجام  يكساكاريفيكاسيون تفاله چغندر به مدت  ،از اين جدايههاي توليدي  آنزيم از . با استفادهستدارا چغندرقند

 و Saccharomyces cerevisiaeد شده در محيط با استفاده از مخمرهاي صنعتي و ميزان توليد الكل از قندهاي آزا شد

Cluyveromyces marxianus  .ميزان توليد الكل در تيمار ساكاريفيكاسيون بامورد ارزيابي قرار گرفت T. r M5،  5/1-2حدود 

  بود.  )T. reesei(برابر بيشتر از والد اوليه خود 

 

 Cluyveromyces marxianus, Trichoderma reesei,، Saccharomycesسلولاز ، موتاسيون،  ساكاريفيكاسيون، ،بيواتانل هاي كليدي: واژه

cerevisiae   

                                                
نويسنده مسئول      - *                  كرج - اي، سازمان انرژي اتمي ايران پژوهشگاه علوم و فنون هسته اي، شاورزي هستهپژوهشكده ك ،گروه گياهپزشكياستاديار  - 1

sshahbazi@nrcam.org  
   كرج -اي، سازمان انرژي اتمي ايران پژوهشگاه علوم و فنون هسته اي، شاورزي هستهپژوهشكده ك ،گروه گياهپزشكي كارشناس ارشد - 2
 دانشيار گروه بيوتكتنولوژي، دانشگاه پيام نور تهران -3

 كارشناس ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشگاه پيام نور كرج -4



 چغندرقند...افزايش كارايي فرايند ساكاريفيكاسيون تفاله      62

  

  مقدمه

سلولز ساختار بنيادي اصلي در ديواره سلولي گياهان و 

چنين به عنوان جزء اصلي ديواره سلولي  باشد و هم ها مي جلبك

 Cannon and Anderson)شود  ها نيز محسوب مي قارچ

ترين بيوپليمر در سطح زمين محسوب  . سلولز فراوان(1991

بيليون تن از اين بيوپليمر در طبيعت  180شود و سالانه  مي

). سلولازها (مخلوطي از Zhao 2007گردد ( توليد مي

طور تجمعي براي هيدروليز  ههاي آنزيمي پيچيده) ب سيستم

كنند و توليد واحدهاي  سلولز در ضايعات كشاورزي عمل مي

تجزيه هاي  نمايند. سلولازها توسط قارچ ساده گلوكز را مي

، Chaetomium ،Fusariumاز قبيل كننده سلولز 

Myrothecium هاي قارچ  و گونهTrichoderma  توليد

هاي  و گونه Penicilliumهاي ديگر شامل  گردند. گونه مي

Aspergillus باشند نيز قادر به توليد سلولاز مي (Jun et al. 

هاي قارچ تريكودرما حداقل دو اگزوگلوكاناز  . گونه(2011

و  Cel 6A (CBH II)(سلوبيوهيدرولاز) شامل 

Cel 7A (CBH I) و پنج اندوگلوكاناز شامل Cel 5A (EG 

II) ،Cel 7B (EG I) ،Cel 12A (EG III) ،Cel 45A .EG 

V  وCel 61A (EG 17ن دو يچن ، همβ- گلوكوزيداز شامل

Cel 1A (BGL II)  وCel 3A (BGL I) كنند  توليد مي را

)Grishutin, 2004; Foreman et al. 2003 در طول يك .(

ها  فرايند هيدروليز آنزيمي هر سه دسته از آنزيم

گلوكوزيدازها) براي -(سلوبيوهيدرولازها، اندوگلوكانازها و بتا

اگر تنها ). Lynd et al. 2002(كنند  شكستن سلولز عمل مي

هاي آنزيم براي هيدروليز استفاده شود، فرايند  يكي از دسته

تواند مختل شود. عملكرد با يكديگر (كه اغلب به  هيدروليز مي

هاي  شود) هر سه دسته آنزيم عنوان سينرژي مطرح مي

ثر ضروري ؤسلولاليتيك براي يك فرايند هيدروليز آنزيمي م

دهد كه  هاي سلولاليتيك نشان مي آنزيمباشد. سينرژي بين  مي

درجه هيدروليز مخلوطي از تركيبات آنزيمي بيشتر از مجموع 

باشد.  هاي منفرد مي درجه هيدروليز مشاهده شده به وسيله آنزيم

هاي هيدروليز كننده  هاي مختلف آنزيم سينرژيسم بين دسته

 Zhang and)طور وسيعي مطالعه و گزارش شده است  هسلولز ب

Lynd 2004) .برداري كارخانجات قند  ي بهره طي دوره

 (در تفاله گل صافي، شكر مقادير فراواني ملاس، بر قند و علاوه

نيز توليد  كارخانجات چغندر) و باگاس (در كارخانجات نيشكري)

اي هستند ولي هر  اين مواد اگر چه ضايعات كارخانه شود. مي

ليد موادي مثل تومناسب بري عنوان يك سوبستراي  كدام به

 بيوتيك، آنتي ها، ويتامين ها، حلال اسيدهاي آلي، ،ها آنزيم

تفاله . خوراك دام و... كاربرد دارند نئوپان، كاغذ، ل،واتان

 چغندرقند حاوي مقادير زيادي الياف خام است و از پكتين،

 .برابر تشكيل شده است سلولز به مقادير تقريباً و همي سلولز

 پذيري تجزيهدر تفاله كم بوده و به همين علت مقدار ليگنين 

. تفاله چغندرقند منبع غني از تركيبات كربوهيدراتي آن بالاست

درصد) و  23درصد)، سلولز (21درصد)، آرابان (19شامل پكتين (

باشد. با توجه به درصد بالاي  درصد) مي14ديگر منابع قندي (

ه چغندرقند حضور تركيبات كربوهيدراتي، تجزيه آنزيمي تفال

فراهم آورنده منبع غني از تركيبات قندي قابل تخمير ارزان 

امروزه باشد.  قيمت جهت توليدات صنعتي از جمله بيواتانول مي

 ي آن در توسعه تكنولوژي استفاده قابليتعلت  اهميت سلولاز به

. بيشتر مطالعات بر روي اتانول در حال افزايش استتوليد بيو

اي سلولوليتيك قارچي ه تفاده از سيستمآنزيم سلولاز، با اس

هاي سلولازي با اهداف تجاري  و براي توليد آنزيم انجام گرفته

در اين ميان خصوصاً  ها استفاده شده است. نيز عمدتاً از قارچ
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به توليد  .Trichoderma spp تريكودرماهاي جنس  قارچ

 ند.با فعاليت آنزيمي نسبتاً بالا مشهور لازيهاي سلو آنزيم

هاي  دست آمده از تريكودرما نسبت به مهاركننده سلولاز به

ي تركيبات موردنياز براي  شيميايي مقاوم بوده و شامل همه

فعاليت  باشد. از زماني كه هيدروليز سلولز كريستالي مي

زيادي براي هاي  ، تلاشگرديدسلولوليتيك قارچي گزارش 

شرايط  سازي هاي تريكودرما و بهينه جدايه ژنتيكي اصلاح

كشت با فرض افزايش كارآيي توليد سلولاز و دستيابي به 

هاي جديد با توان توليد بيشتر كمپلكس آنزيمي صورت  ژنوتيپ

هاي توليد سلولاز شامل فرآيندهاي زيستي  چالش پذيرفته است.

مناسب، بستر و شرايط محيطي مناسب و ارزان قيمت و 

والات اصلي اين باشد كه به عنوان س تر تخمير مي القاكننده

باشيم.  ها مي طرح پژوهشي به دنبال يافتن راه حل و پاسخ آن

 هاي كمپلكس توليدميزان  ،در پژوهش حاضربنابراين، 

موتانت پرتوتابي شده با  هاي جدايه توسطسلولاز هاي  آنزيم

واسطه استفاده از تفاله چغندرقند  هب T. ressei در اشعه ي گاما

به عنوان سوبستراي تخمير مورد ارزيابي قرار گرفت و بهترين 

جدايه موتانت براي ساكاريفيكاسيون تفاله چغندرقند معرفي شد. 

با استفاده از جدايه برتر تفاله چغندر مورد هيدروليز آنزيمي قرار 

ز شده با گرفت و امكان توليد الكل از اين سوبستراي هيدرولي

 و Saccharomyces cerevisiaاستفاده از دو گونه مخمر (

Cluyveromyces marxianusمورد ارزيابي قرار گرفت (.  

 

  ها مواد و روش

  T.reeseiسازي قارچ وحشي و موتانت  تهيه و آماده

به صورت ليوفيليزه از مركز كلكسيون  T.reeseiقارچ 

هاي علمي و صنعتي ايران به  قارچ و باكتري سازمان پژوهش

تهيه گرديد. قارچ فوق تحت شرايط اسپتيك به  5142شماره 

انتقال داده  Potato dextrose brothداخل محيط كشت مايع 

قرار داده شد. بعد از  C 28˚ساعت در دماي  72شد و به مدت 

مدت زمان فوق، اسپورها به شكل رويشي درآمده و سپس بر 

داده شد و در همان شرايط قبل  انتقال PDAروي محيط 

روز  هفتهاي كشت به مدت  گرمخانه گذاري گرديد. پليت

گذاري گرديد و اسپورهاي توليد شده با استفاده از  گرمخانه

 spore/mlجمعيت آن در آوري گرديد و  محلول سيلين جمع

اعمال موتاسيون مورد استفاده به منظور تنظيم گرديد و  1×106

دز جذبي مناسب براي القاي موتاسيون  قرار گرفت. معيار

زني  جوانه درصد 40-50غيركشنده در اسپورها، ظهور تقريباً 

باشد. از طرفي ميزان دز نبايد موجب  اسپور پس از پرتوتابي مي

 Ahari)كاهش سرعت رشد قارچ در مقايسه با تيپ مادري شود

 Gy 250. نتايج مطالعات قبلي نشان داد كه در دز (2009

از اسپورها جوانه زني داشته و اين دز به عنوان دز  درصد 5/47

. (Moradi et al. 2010) گرديدمناسب پرتوتابي انتخاب 

عمليات پرتوتابي با استفاده از دستگاه گاماسل با چشمه كبالت 

گري در ثانيه  23/0كوري و نرخ دز  2500اكتيويته  – 60

ن انرژي اي كرج (سازما كشاورزي هسته پژوهشكدهمستقر در 

از سوسپانسيون اسپور سريال رقت  اتمي ايران) انجام پذيرفت.

كشت داده شدند.  PDAتهيه گرديد و بر روي محيط كشت 

به محيط كشت تازه انتقال داده شد و اسپورهاي جوانه زده شده 

هاي مورفولوژيك و  جدايه موتانت بر اساس تفاوت 21تعداد 

د و براي سنجش توانايي شدنآزمون مندل انتخاب 

  ساكاريفيكاسيون تفاله چغندرقند مورد استفاده قرار گرفت. 

  

  توليد آنزيم سلولاز

بر  T. reeseiهاي قارچ موتانت و وحشي قارچ  جدايه

عصاره  گرم در ليتر پنج حاوي MYG agarروي محيط كشت 

گلوكز و  گرم در ليتر10عصاره مخمر،  گرم در ليتر 5/2مالت، 

 C 28˚آگار كشت داده شدند و در دماي  در ليترگرم  20
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گذاري گرديدند. با استفاده از محلول سيلين از  گرمخانه

هاي هفت روزه حاوي اسپور، سوسپانسيون اسپوري با  پليت

با استفاده از لام گلبول شمار  spore.ml-1 108-107جمعيت 

تهيه گرديد. كشت اوليه سوسپانسيون اسپوري سايتومتر)  (همي

) Trichoderma complete medium )TCMر محيط د

 دواوره،  گرم در ليتر 3/0باكتوپپتون،  گرم در ليتريك حاوي 

 2SO4 ،3/0(NH4) گرم در ليتر KH2PO4 ،4/1 گرم در ليتر

 گرم در ليتر MgSO4.7H2O ،3/0 گرم در ليتر

CaCl2.6H2O ،005/0 گرم در ليتر FeSO4.7H2O ،002/0 

 002/0و  ZnSO4 گرم در ليتر MnSO4 ،002/0 گرم در ليتر

 80 توئين ليتر در ليتر ميلي 2و  CoSO4.7H2O گرم در ليتر

تنظيم  8/4بر روي  TCMمحيط كشت  pHانجام گرفت. 

گلوكز تركيب گرديد.  (وزن به حجم) درصد 3/0گرديد و با 

در ارلن ماير  TCMانجام عمل تخمير در محيط كشت 

 28در دماي  TCMمحيط  رليتميلي  50حاوي  يليتر ميلي250

انجام گرفت و بعد  rpm 180ساعت و  24به مدت گراد  سانتي

از مدت زمان فوق اسپورها تبديل به حالت رويشي ميسليوم 

دقيقه  هفت مدت به rpm 4500گرديدند. با سانتريفوژ در 

جداسازي شدند و جهت القاي توليد  TCMها از محيط  ميسليوم

هاي شسته شده با  ميسليوم كننده سلولز  تجزيههاي  آنزيم

محيط  ليتر ميلي 50حاوي  يليتر ميلي500 ماير  سيلين به ارلن

Trichodermafermentation medium )TFM حاوي (

گرم در  KH2PO4 ،4/1 گرم در ليتر 2اوره،  گرم در ليتر 3/0

 MgSO4.7H2O ،3/0 گرم در ليتر 2SO4 ،3/0(NH4) ليتر

 گرم در ليتر CaCl2.6H2O ،005/0 گرم در ليتر

FeSO4.7H2O ،002/0 گرم در ليتر MnSO4 ،002/0  گرم در

 2و  CoSO4.7H2O گرم در ليتر 002/0و  ZnSO4 ليتر

 pH 8/4انتقال داده شد. اين محيط در  80 توئين ليتر ميلي

تفاله ) وزن به حجم( درصدپنج تنظيم شده بود و حاوي 

 rpmبود. شرايط رشد مشابه شرايط قبل در  مرطوب چغندرقند

ساعت انجام شد. بعد از مدت  72به مدت  C28˚و دماي  180

 rpmهاي قارچ توسط سانتريفيوژ كردن در  زمان فوق ميسليوم

دقيقه خارج گرديد و مايع فوقاني براي  7به مدت  4500

گيري پروتئين خارج سلولي و فعاليت آنزيمي مورد استفاده  اندازه

  . )Wen et al. 2005( رار گرفتق

  

گيري غلظت پروتئين خارج سلولي توليدي در  اندازه

  و تعيين فعاليت آنزيمي TFMمحيط 

با  TFMگيري پروتئين در مايع فوقاني محيط  اندازه

از  ليتر ميلي سهاستفاده از روش بردفورد انجام گرفت. مقدار 

 150معرف بردفورد در داخل لوله آزمايش ريخته شد و به آن 

تخمير شده اضافه شد. ازمايع  TFMاز مايع فوقاني ميكروليتر 

استريل به عنوان نمونه شاهد استفاده گرديد.  TFMفوقاني 

با استفاده از نانومتر  595ها در طول موج  جذب نمونه

از نمودار استاندارد اسپكتروفتومتر قرائت گرديد و با استفاده 

 Bovine serum albuminترسيم شده با پروتئين خالص 

)BSAليتر گرم در ميلي بر حسب ميلي )، مقدار پروتئين 

)mg.ml-1 در مايع فوقاني محيط تخمير (TFM  محاسبه

سلولاز،   آويسلاز، كربوكسي متيل هاي گرديد. فعاليت آنزيم

گيري مقدار گلوكز آزاد شده  اندازه وسيله هبسلولاز كل و  سلوبياز

از سوبستراهاي آويسل، كربوكسي متيل سلولز، سلوبيوز و كاغذ 

و گلوكز به عنوان  DNSبا استفاده از روش  يكصافي واتمن 

). Nidetzky and Steiner 1993گيري شد ( استاندارد اندازه

(وزن به حجم) از محلول  ليتر ميلي 5/0مخلوط واكنش حاوي 

مولار سيترات  05/0از هريك از سوبستراها در بافر  درصد 5/0

از مايع فوقاني محيط تخمير  ليتر ميلي 5/0) و pH 8/4سديم (

TFM دقيقه در حمام آب گرم  60ها به مدت  بود. نمونه°C 50 

از محلول  ليتر ميلي سه قرار گرفتند و واكنش آنزيمي با افزودن
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خوبي مخلوط  ها به هنيترو ساليسيليك اسيد متوقف شد. نمون دي

دقيقه در حمام آب جوش قرار  پنجشدند و سپس براي مدت 

سازي جذب  داده شدند و فوراً خنك گرديدند. بعد از رقيق

قرائت  نانومتر 540ها با استفاده از اسپكتروفتومتر در  نمونه

گرديد. هر واحد فعاليت آنزيمي به عنوان مقدار آنزيمي كه 

گلوكز را به ازاي هر ساعت ميكرومول  يكتوانايي آزاد كردن 

از  چنين براي تعيين فعاليت سلولاز كل دارد، تعريف شد. هم

به  يككاغذ صافي واتمن شماره متري  سانتي 1×6نوارهاي 

  عنوان سوبسترا استفاده شد. 

  

  الكتروفورز و تعيين وزن مولكولي آنزيم ها

 Laemmliآزمون الكتروفورز با استفاده از روش 

و ژل  درصد چهار) با استفاده از ژل متراكم كننده 1997(

سازي پروتئين،  آماده برايانجام شد.  درصد 5/12تفكيك كننده 

با  TFMاز مايع فوقاني محيط تخمير  ليتر ميلي پنجابتدا مقدار 

) مخلوط شد و -C 20°(از استون سرد  ليتر ميلي پنجمقدار 

 به مدت rpm  4500سانتريفيوژ در  پس ازرسوب پروتئيني آن 

ها،  آوري شد. بعد از خروج استون از نمونه دقيقه جمع هفت

آب مقطر دوبار تقطير به آنها اضافه شد و مايكروليتر  100مقدار 

از بافر نمونه به مايكروليتر  100به خوبي مخلوط گرديد. سپس 

دقيقه در حمام آب جوش قرار داده  5ها اضافه شد و به مدت  آن

ها در هر چاهك تزريق  از نمونهميكروليتر  20شد و به مقدار 

انجام شد و آمپر  ميلي 20شد. آزمون الكتروفورز در آمپر ثابت 

 R-250ژل الكتروفورز با استفاده از كوماسي بريليانت گرين 

اسيد  نگبر حاوي متانول:آميزي گرديد و با استفاده از ر رنگ

  رنگبري گرديد.  8:1:1هاي  آب به نسبت استيك:

  

  توليد بيواتانول 

 و K. marxianusبراي توليد بيواتانول از دو مخمر 

S. cerevisiae  استفاده گرديد. رطوبت تفاله چغندر با استفاده از

تنظيم گرديد و با  pH 8/4و  درصد65در  TFMمحيط كشت 

در شرايط  T. r M5و  T. reeseiهاي قارچ  استفاده از ريسه

يكسان تلقيح گرديد و به مدت  حجم توده سلولياسپتيك و با 

از مدت زمان فوق قرارداده شد. بعد  C28°ساعت در دماي  72

بافر سيترات سديم  ،ليتر به محيط كشت فوق ميلي 50به ميزان 

ساعت در گرمخانه  يك مولار اضافه گرديد و به مدت 05/0

°C50  قرار داده شد. بعد از هيدروليز تفاله چغندرقند با استفاده

هاي توليدي توسط قارچ تريكودرما، با استفاده از  از آنزيم

تلقيح گرديد و  S. cerevisiaeو  K. marxianusمخمرهاي 

گذاري در دماي  ساعت گرمخانه 48ميزان الكل توليدي بعد از 

°C35  و سرعت همزدنrpm 180 سنج يا  با استفاده از الكل

 گيري شد.  اندازهبومه الكل 

 

  آماريتحليل 

كليه نتايج آزمايشات با استفاده از آناليز واريانس 

)ANOVAها به روش دانكن در سطح  ) و مقايسه ميانگين

آماري با استفاده از هاي  تجزيهگرفت. انجام  P> 05/0آماي 

 ) انجام گرفت.13(ويرايش  SPPSافزار  نرم

  

  نتايج 

  تعيين غلظت پروتئين خارج سلولي فعاليت آنزيمي 

را در قارچ وحشي و مقدارپروتئين خارج سلولي  1شكل  

غلظت پروتئين  .دهد نشان مي را T. reesei جدايه موتانت 21

متغير بود. بالاترين  )µg/ml( 75/46 الي 57/5از مقدار 

 .بود T. reesei وحشيمحتواي پروتئين مربوط به قارچ 

 T. rترين غلظت پروتئين در مايع فوقاني محيط تخمير  پايين

M15 .محاسبه گرديد  
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  ها جدايهانواع 

ساعت  72تخمير بعد از هاي موتانت آن در مايع فوقاني محيط  و جدايه T. reesei  قارچ )µg/ml(محتواي پروتئين خارج سلولي  1شكل 

  . rpm 180و  C 28˚گذاري در   گرمخانه

 طوركلي، نتايج نشان داد كه غلظت پروتئين خارج سلولي هب

)µmg/ml(  توليد شده در محيط تخميرTFM  در كليه

دار آماري در سطح  هاي مورد مطالعه داراي اختلاف معني قارچ

 .Tو  T. r M9 ،T. r M10هاي موتانت  جدايه باشند. مي 05/0

r M11  از نظر توليد پروتئين خارج سلولي در مايع فوقاني

والدوحشي دار آماري با  ، فاقد اختلاف معنيTFMمحيط تخمير 

هاي سلولاز در مايع  فعاليت آنزيمتعيين بودند. نتايج  خود

 سوبستراهاي مختلفاستفاده از با  TFMفوقاني محيط تخمير 

(كربوكسي متيل سلولز، آويسل، سلوبيوز و كاغذ صافي) در 

نشان داده شده است. نتايج دلالت بر تنوع در مقادير  2شكل 

هاي موتانت قارچ تريكودرما داشت.  فعاليت آنزيمي در جدايه

دار آماري در سطح  داراي اختلاف معنيبين هم اين مقادير 

) نشان Uالمللي ( ينبودند. فعاليت آنزيمي بر اساس واحد ب 05/0

عنوان مقدار آنزيم  اند كه هر واحد فعاليت آنزيمي به داده شده

محصول به ازاي هر ميكرومول  يكموردنياز براي آزادسازي 

وسيله  هشود. مقدار قند احيا آزاد شده (گلوكز) ب ساعت تعريف مي

در اين تحقيق از  نيترو ساليسيليك اسيد تعيين گرديد. روش دي

، CMCسلولز كه مشتقي يوني از سلولز است ( تيلكربوكسي م

عنوان سوبستراي محلول در آب)، براي تعيين فعاليت  به

شود؛ استفاده گرديد  نيز ناميده مي CMCaseاندوگلوكاناز كه 

باشد و  كه به دليل ماهيت يوني آن داراي ساختاري آمورف مي

صورت تصادفي باندهاي گليكوزيدي  ههاي اندوگلوكاناز ب آنزيم

β )4،1چنين  كنند. هم ) داخل مولكولي را در آن هيدروليز مي

براي سنجش سلوبيوهيدرولازها (اگزو گلوكانازها) از آويسل 

چنين سلولز ميكروكريستال يا هيدروسلولز نيز  تجاري (كه هم

شود)استفاده شد، چراكه داراي درجه پاييني از  ناميده مي

سيون سلولز بوده و نسبتاً براي حمله اندوگلوكانازها با پليمريزا

باشد.  وجود برخي از نواحي آمورف غيرقابل دسترس مي

هايي كه فعاليت نسبتاً بالايي را بر روي آويسل نشان  آنزيم

سلولز  دهند و داراي فعاليت كمي بر روي كربوكسي متيل مي

 .Maki et al) شوندهستند، به عنوان اگزو گلوكاناز تعريف مي 

گلوكوزيداز نيز از سوبستراي - β. جهت سنجش فعاليت (2009
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در سه سلولاز  كربوكسي متيلفعاليت آنزيم سلوبيوز استفاده شد. 

سلولز  كربوكسي متيلگونه وحشي قارچ تريكودرما با استفاده از 

نشان  2توليدي مورد آزمايش قرار گرفت و نتايج آن در شكل 

سلولاز  كربوكسي متيلداده شده است. بالاترين فعاليت آنزيم 

بدست آمد كه در مايع فوقاني محيط تخمير  U/ml 12/7مقدار 

كربوكسي ترين فعاليت  مشاهده شد. پايين T. r M5قارچ 

فوقاني محيط بود كه در مايع  U/ml 62/0تنها سلولاز  متيل

دست آمد. فعاليت آويسلاز با استفاده  هب T. r M20تخمير قارچ 

آورده  2شكل گيري شد و نتايج آن در   از آويسل خالص اندازه

  شده است.
 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  ) U/ml( سلوبياز) d( و سلولاز كل) c( ،سلولاز متيلكربوكسي ) b( آويسلاز،) a(هاي  فعاليت آنزيم 2 شكل

   هاي موتانت آن و جدايه T. reesei قارچ

  

بالاترين فعاليت آويسلاز در مايع فوقاني محيط تخمير 

ترين  دست آمد. پايين هب U/ml39/5با مقدار  T. r M5قارچ 

بود كه در مايع فوقاني محيط  U/ml56/0 فعاليت آويسلاز تنها 

گيري فعاليت  نتايج اندازه دست آمد. هب T. r M13كشت قارچ 

در مايع  با استفاده از كاغذ صافي واتمن آنزيم سلولاز كل

هاي موتانت آن  و جدايه T. reeseiفوقاني محيط تخمير قارچ 

اند كه  نشان داده شده است. نتايج نشان داده 2در شكل نيز 

هاي توليد شده   مربوط به آنزيمسلولاز كل ن فعاليت بالاتري

ست كه فعاليت آنزيمي اT. r M5 توسط جدايه موتانت

U/ml71/5  را نشان داد. ميزان فعاليت آنزيمβ - گلوكوزيداز (يا

(b) 

(c) (d) 

(a) 
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گيري شد و  سلوبياز) نيز با استفاده از سوبستراي سلوبيوز اندازه

نتايج در  نشان داده شده است. كليه c -2نتايج آن در شكل 

دار آماري بودند.  داراي اختلاف معني 05/0سطح آماري 

 T. rگلوكوزيداز در جدايه موتانت - βبيشترين فعاليت آنزيم 

M17  مشاهده شد (شكلd-2 .(  

  

  ها الكتروفورز و تعيين وزن مولكولي آنزيم

عنوان بهترين جدايه براي  به T. r M5جدايه موتانت 

هيدروليز تفاله چغندرقند انتخاب شد و پروفايل پروتئين خارج 

با استفاده از  TFMسلولي آن در مايع فوقاني محيط تخمير 

نشان  3بررسي شد و نتايج آن در شكل  SDS-PAGEآزمون 

باندهاي مولكولي متعددي در پروفايل پروتئيني داده شده است. 

 TFMكه مايع فوقاني محيط تخمير  حالي د، درمشاهده گردي

كمترين وزن  تلقيح نشده فاقد باند پروتئيني مشخصي بود.

باند بود كه يك  Cel61A (EG IV)مربوط به آنزيم مولكولي 

در پروفايل پروتئيني ژل ظاهر ساخت.  KDa 14/34قوي در 

SDS-PAGE  قارچT. r M5  آنزيم قوي) باند 3(شكل 

Cel5A  آنزيم مشاهده گرديد.  25/46در وزن مولكولي

Cel6A  در وزن مولكوليKDa 19/59 .آنزيم  مشاهده گرديد

Cel7A  در وزن مولكوليKDa63  درپروفايل پروتئيني ژل

SDS-PAGE  .مشاهده گرديد  

  

  

فوقاني محيط مايع : )2( ،T. r M5قارچ موتانت تلقيح شده با TFM مايع فوقاني محيط تخمير ):1(، هاي سلولاز پروفايل پروتئين آنزيم 3شكل 

   : ماركر پروتئين)M( تلقيح نشده و TFM تخمير

ايل پروتئيني قارچ ـا در پروفـتنه Cel7Bباند آنزيمي 

T. reesei  در وزن مولكوليKDa 54 چنين ديده شد. هم 

Cel3A (BGLI)  با وزن مولكوليKDa 57/71  در پروفايل

نيز با  Cel 3D (BGL)مشاهده شد.  T. r M5پروتئيني قارچ 

 T. r M5نيز در پروفايل پروتئيني  KDa 67/78وزن مولكولي 

با  ترتيب به EG VIو  )Cel3C )BGLقابل مشاهده بود.

  . مشاهده گرديد KDa 44/119و  91/91هاي مولكولي  وزن

  توليد بيواتانل

 22/0گيري شده در چغندرقند برابر با  ميزان قند اندازه

ليتر و ميزان قند در تفاله چغندرقند قندگيري شده  گرم بر ميلي

نتايج نشان  گيري گرديد. ليتر اندازه گرم بر ميلي 007/0برابر با 
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ي چغندرقند و موتانت  هده با تفالـهاي تيمار ش دادند كه نمونه

T. reesei  ساعته در اختيار مخمر قرار  48كه پس از هيدروليز

درصد و در  S. cerevisiae61/19 گرفته اند، در تيمار مخمر 

درصد الكل توليد شده  C. marxianus 59/15تيمار مخمر 

صورت مستقيم از چغندرقند،  بود. در دو تيمار ديگر كه به

نداشتند  T. reeseiقندگيري نشده استفاده شده بود و تيمار 

 .Sنتايج حاصل نشان دادند كه در محيط كشت تيمار شده با 

cerevisia 37/45 ار شده با ـت تيمـط كشـدرصد و در محي

C. marxianus 94/46 گيري شد. يعني  درصد الكل اندازه

در محيط حاصل از  S. cerevisiaميزان الكل توليدي با مخمر 

دي با مخمر ـبرابر الكل تولي 31/2ري نشده ـچغندرقند قندگي

S. cerevisia گيري  در محيط حاصل از تفاله چغندرقند اندازه

در محيط  C. marxianusشد. ميزان الكل توليدي با مخمر 

برابر الكل توليدي با  01/3نشده حاصل از چغندرقند قندگيري 

در محيط حاصل از تفاله چغندرقند  S. cerevisiaمخمر 

گيري شد .اين در حالي است كه ميزان قند موجود در  اندازه

گيري  برابر قند موجود در تفاله چغندرقند اندازه 31/ 4چغندرقند 

ساختار گرديد، كه حاكي از قدرت بالاي هيدروليز آنزيمي 

باشد.   مي T. rM5 موتانت در تفاله چغندرقند (آمورف) كريستالي

   

  

 Cluyveromyces ) با استفاده از مخمرگرم ماده خشك تفاله چغندرقند 100الكل به ازاي هر  درصدمقايسه ميزان توليد الكل ( 4شكل 

marxianus و Saccharomyces cerevisiae  استفاده ازبعد از ساكاريفيكاسيون تفاله چغندرقند با T. reesei و T. r M5  

 

ميزان توليد الكل در تفاله چغندرقند هيدروليز  4شكل 

را با استفاده  T. r M5و T. reeseiهاي  شده با استفاده از آنزيم

دهد.  نشان مي S. cerevisiaeو  C. marxianusاز دو مخمر 

در  T. r M5ميزان توليد الكل در تيمار ساكاريفيكاسيون با 

 و تخمير با مخمرهاي مورد T. reeseiمقايسه با قارچ وحشي 

) كه نشان دهنده كارآمدي بيشتر برابر 5/1- 2بالاتر بود ( آزمون

اين جدايه موتانت در تجزيه آنزيمي تفاله چغندرقند و آزاد 

  .سازي قندهاي احياء بيشتر جهت تخمير مي باشد

ي  هاي تيمار شده با تفاله نتايج نشان دادند كه نمونه

ساعته  48كه پس از هيدروليز  T. reeseiچغندرقند و موتانت 

 S. cerevisiaeاند، در تيمار مخمر  در اختيار مخمر قرار گرفته

درصد  C. marxianus 45/11درصد و در تيمار مخمر  51/12

الكل توليد شده بود. در دو تيمار ديگر كه به صورت مستقيم از 
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 T. reeseiچغندرقند، قندگيري نشده استفاده شده بود و تيمار 

نداشتند نتايج حاصل نشان دادند كه در محيط كشت تيمار شده 

درصد و در محيط كشت تيمار شده  S. cerevisiae 37/45با 

گيري شد. يعني  درصد الكل اندازه C. marxianus 94/46با 

در محيط حاصل از  S. cerevisiaميزان الكل توليدي با مخمر 

برابر الكل توليدي با مخمر  96/3چغندرقند قندگيري نشده 

S. cerevisiae گيري  محيط حاصل از تفاله چغندرقند اندازه در

در محيط  C. marxianusشد. ميزان الكل توليدي با مخمر 

برابر الكل توليدي با  09/4حاصل از چغندرقند قندگيري نشده 

در محيط حاصل از تفاله چغندرقند  S. cerevisiaeمخمر 

گيري شد .اين در حالي است كه ميزان قند موجود در  اندازه

گيري  برابر قند موجود در تفاله چغندرقند اندازه 31/ 4چغندرقند 

  گرديد.

 20كه در هر محيط كشت به ميزان برابر  با توجه به اين

ل پس از تخمير خشك جامد قرار داشت نتايج حاص گرم ماده

ي چغندرقند با  تفاله T. rM5 در تيمار .بدين گونه حاصل شد

ي خشك به الكل  درصد ماده S. cerevisiae 09/62مخمر 

ر ــا مخمـد بـدرقنـي چغن هـالـار تفـد. در تيمـرديـل گـتبدي

C. marxianus 17/49 ي خشك به الكل تبديل  درصد ماده

ي چغندرقند  تفاله T. reeseiگرديد. در تيمار تيپ والدي قارچ 

ي خشك به الكل  درصد ماده S. cerevisiae 96/59 با مخمر

خمر ـد با مــدرقنـــي چغن هـالـار تفـرديد. در تيمـل گـتبدي

C. marxianus 77/47 ي خشك به الكل تبديل  درصد ماده

گرديد. اين درحالي است كه در دو تيماري كه از چغندرقند 

 C. marxianusقندگيري نشده استفاده گرديد در تيمار مخمر 

ي خشك به الكل تبديل گرديد و در تيمار  درصد ماده38/69

ي خشك به الكل  درصد ماده S. cerevisiae 43/68مخمر 

  تبديل گرديد. 

  

  بحث

جانبي صنايع قند  محصولاتتفاله چغندرقند يكي از 

شود كه حجم بالايي از صنايع تبديلي چغندر قند را  محسوب مي

ليگنوسلولزي در مقايسه با  دهد. اين ماده به خود اختصاص مي

سوبستراهاي تخمير مورد استفاده در صنعت داراي ارزش 

عنوان خوراك دام  باشد و قسمت عمده آن به تجاري پايين مي

هاي قابل توجه  گيرد و يكي از گزينه مورد استفاده قرار مي

بودن درصد  ي به علت قابل دسترس بودن و داراصنايع تبديل

باشد. به علت افزايش  لزي قابل تجزيه ميبالاي مواد ليگنوسلو

هاي  هاي فرايند تخمير براي توليد بيواتانل، توليد آنزيم هزينه

يكي از مراحل كليدي براي هيدروليز مواد  تجزيه كننده سلولز

ليگنوسلولزي همچون تفاله چغندرقند و استفاده از آن به عنوان 

قارچ هاي متعدد  شود. گونه سوبستراي تخمير محسوب مي

مي باشند و  تجزيه كننده سلولزهاي  تريكودرما توليدكننده آنزيم

تحقيقات متعددي جهت القاي موتاسيون بر روي اين قارچ 

هاي سلولاز انجام گرفته است. از اين  جهت افزايش توليد آنزيم

هاي ديگر نظير توليد  قارچ علاوه بر توليد آنزيم در زمينه

نساجي نيز استفاده شده است. خوراك دام، داروسازي و صنايع 

استفاده شد  در اين پژوهش از تفاله چغندرقند در محيط تخمير

جدايه موتانت پرتو گاما قارچ تريكودرما  21با استفاده از  و

هاي  ريزيي آنزيم سلولاز توليد گرديد و توانايي توليد آنزيم

   ها مورد ارزيابي قرار گرفت. در كليه جدايه تجزيه كننده سلولز

گيري پروتئين خارج سلولي نشان داد كه  نتايج اندازه

دار آماري در  هاي مختلف مورد آزمون داري اختلاف معني نمونه

هاي  با توجه به ماهيت پروتئيني آنزيممي باشند.  05/0سطح 

هاي مورد آزمون، بررسي غلظت  خارج سلولي مترشحه از قارچ

با ميزان توليد  پروتئين خارج سلولي اطلاعات مفيدي در رابطه

در بيشتر مواقع تعيين غلظت ها را نشان خواهد داد.  اين آنزيم

باشد، چراكه فاكتورهاي  اي نمي پروتئين خارج سلولي كار ساده

 مختلفي ممكن است برروي نتايج نهايي تاثيرگذار باشد
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)Adney et al. 1995; Zaia et al. 1998.(  سه فاكتور اصلي

در گيري غلظت پروتئين  وجود دارد كه ممكن است در اندازه

: (الف) هر روش تعيين شامل باشند ثيرأتهاي مورد آزمون  نمونه

ميزان پروتئين بر پايه اختلاف و اصول كمي استوار است؛ (ب) 

حضور تركيبات غيرپروتئيني در محلول آنزيمي و يا محيط 

توانند  هاي كمي دخالت كنند مي واكنش اگر در نتايج روش

هاي غيرسلولازي در  منبعي از خطا باشند و (ج) حضور پروتئين

هاي فعاليت آنزيمي  تواند در تفسير داده سازي آنزيم مي آماده

چنين ناشي از اين  ويژه ايجاد مشكل نمايد. چنين اختلافاتي هم

هاي آنزيمي مختلف ساختارهاي اوليه  حقيقت است كه ايزوله

تفاوتي دارند، گذشته از اين در درجه گليكوزيلاسيون نيز م

ها از  اين فاكتورها در پاسخ پروتئين لذاباشند.  متفاوت مي

فعاليت  شوند. هاي مختلف قارچ تريكودرما منعكس مي گونه

هاي اندوگلوكاناز، اگزوگلوكاناز و سلولاز كل در جدايه  آنزيم

آنزيمي را در بين  بالاترين مقادير فعاليت T. r M5 موتانت

هاي موتانت ديگر و جدايه والد اوليه از خود نشان داد.  جدايه

گلوكوزيدي مناسبي -چنين جدايه مذكور داراي فعاليت بتا هم

هاي اندوگلوكاناز،  بود. سلولاز كل شامل فعاليت آنزيم

صورت سينرژيستي  هشود كه ب گلوكوزيداز مي-اگزوگلوكاناز و بتا

سينرژيسم بين  شوند. لز كريستالي ميباعث هيدروليز سلو

اندوگلوكانازها و اگزوگلوكانازها داراي بيشترين مطالعات انجام 

ها  اگزو آنزيم-باشند. بيشترين گزارشات سينرژي اندو  شده مي

بر روي سوبستراهايي است كه براي كاهش كريستاليزاسيون 

 .Henrissat et al( اند، مثل آويسل هموژن شده تيمار شده

). Fan et al. 1981( آسياب شده SolkaFlok) و 1985

كريستاليزاسيون سلولز نقش مهمي در هيدروليز آنزيمي بازي 

كند. تصور كلي بر اين است كه ساختار سلولز به دو ناحيه  مي

شود، يكي ناحيه آمورف است كه به آساني توسط  تقسيم مي

است كه شود و يكي ديگر ناحيه كريستالي  آنزيم هيدروليز مي

گردد. اين موضوع فراهم  به سختي توسط آنزيم هيدروليز مي

هاي مشاهده شده براي  آورنده فهم مناسبي از سينتيك

ها به سرعت هيدروليز را  كه آنزيم هيدروليز سلولز است كه زماني

انجام دهند آن تركيب بيشتر داراي ناحيه آمورف است و اگر 

ه بيشتر داراي نواحي هيدروليز به سختي صورت بگيرد آن ماد

دست آمده  هباشد. بنابراين با توجه به نتايج ب كريستالي مي

توان نتيجه گرفت كه ساختار كريستالي تفاله چغندرقند  مي

مرطوب بيشتر از نواحي آمورف تشكيل شده است و بيشتر 

بر  باشد. علاوه مستعد تجزيه توسط اندوگلوكانازها مي

نيز بر وسعت سينرژي اثر  خصوصيات سوبسترا، شرايط آزمون

اگزو با افزايش -گذارد. گزارش شده است كه سينرژي اندو مي

يابد اما با افزايش  ميزان آنزيم در زير نقطه اشباع، افزايش مي

 شود آن در بالا نقطه اشباع باعث كاهش سينرژي مي

)Watson et al. 2002گيري فعاليت سلولاز كل  ). اندازه

 يوبستراهاي نامحلول شامل سوبستراهاهميشه با استفاده از س

، كرك پنبه، 1#سلولزي خالص از قبيل كاغذ صافي واتمن 

سلولز ميكروكريستال، سلولز باكتريايي، سلولز باكتريايي، سلولز 

جلبكي و سوبستراهاي حاوي سلولز از قبيل سلولزهاي رنگدار، 

α-آويسل  شود. سلولز وليگنوسلولز پيش تيمار شده انجام مي

باشد  هاي محلول مي حاوي برخي نواحي آمورف و سلودكسترين

عنوان سوبسترا براي هم اگزو و هم اندو  تواند به كه مي

گلوكانازها عمل كند. هيچ سوبستراي ويژه خيلي عالي براي 

هاي سلولازي وجود  آزمايش فعاليت اگزوگلوكانازها در مخلوط

ال اين سوبسترا ). با اين حWood and Bhat 1988( ندارد

 T. reesei در قارچ CBH II تواند براي تعيين فعاليت نمي

ثر ؤمناسب باشد، چراكه داراي يك فعاليت اگزو گلوكانازي م

 ;Van Tilbeurgh et al. 1982) باشد براي اين سوبسترا نمي

هاي انتهايي به باندهاي  آويسل بالاترين نسبت زنجيره. (1985

β- هاي  دسترسي را در ميان مدلگلوكوزيدي داخلي قابل

 CBH IIو  CBH I هاي سوبستراهاي سلولزي دارد. آنزيم

توانند باندهاي متعددي را به دنبال جذب حتي قبل از  مي
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 Valjamae et) تفكيك كمپلكس سوبسترا و آنزيم، بشكنند

al. 1998) .بنابراين عملكرد CBH I  وCBH II  منجر به

 شود يون سلولز ميكاهش تدريجي در درجه پليمريزاس

)Srisodsuk et al. 1998 .(اند كه  مطالعات قبلي گزارش كرده

 CBH تقريباً دو برابر فعاليت آنزيم CBH II فعاليت ويژه آنزيم

I باشد مي )Nidetzky et al. 1994; Medve et al. 1994 .(

احتمالاً به  T.r M5  بالا بودن فعاليت آويسلاز در قارچ موتانت

بودن توانايي اين قارچ در تجزيه نواحي كريستالي علت بالا 

باشد. فعاليت اندوگلوكانازها اغلب بر اساس هيدروليز  مي

مشتقات محلول سلولز از قبيل كربوكسي متيل سلولز 

شود. گزارشي مبني بر ارتباط ضعيف فعاليت  گيري مي اندازه

 با توانايي هيدروليز سلولز نامحلول حتي كربوكسي متيل سلولاز

 Klyosov)براي اندوگلوكانازهاي خالص شده وجود ندارد

 T. viride از ميان سه اندوگلوكاناز. (1990 ;1988

، يكي از (1978)براون  وشومكر  وسيله هسازي شده ب خالص

ها كه بالاترين سرعت هيدروليز آويسل را نشان داد، داراي  آن

 بود. در تحقيقي كربوكسي متيل سلولازكمترين ميزان فعاليت 

به وضوح با اشاره به فعاليت اندوگلوكاناز از  (1990) كليسوف

گيري شده بر روي  هاي اندازه بسياري از ميكروارگانيسم

هاي  نشان داد كه هيچ ارتباطي با فعاليت كربوكسي متيل سلولز

بر عليه سلولز نا محلول وجود ندارد. سرعت توليد قندهاي احيا 

براي سلولز  CBH I نسبت به EG I هكننده محلول بوسيل

) و براي ≥1)، براي آويسل كمتر از يك (≤1( 1آمورف بالاتر از 

) و كتان نيز كمتر از BMCC( سلولز باكتريايي ميكروكريستال

سرعت نسبتاً پايين آزاد ). Zhang and Lynd 2004() بود ≥1(

بر روي سلولز كريستالي  EG I وسيله هشدن قندهاي احيا ب

سازگار با اكثر انتهاهاي احيا توليد شده توسط فعاليت 

باشد و لزوماً حاكي از سرعت  اندوگلوكانازها در فاز جامد مي

باشد. هيدروليز  گلوكوزيدي نمي-βپايينتر شكستن باندهاي 

وسيله سلولاز نيازمند به عملكرد  هكارآمد سلولز كريستالي ب

باشد كه  لازها ميسينرژيستكي اندوگلوكانازها و سلوبيوهيدرو

مرورشده است. اين عملكرد  (1995)تين و كويواولا  توسط

به خوبي  T. r M5سينرژيستيكي به خوبي در قارچ موتانت 

قابل مشاهده بود. ماكزيمم سينرژي معمولاً با مقادير بالايي از 

آيد  دست مي هها ب ها و مقادير اندكي از اندوآنزيم اگزوآنزيم

)Reinikainen 1994 .(پروفايل پروتئيني جدايه موتانت T. r 

M5 با استفاده از آزمون SDS-PAGE  بررسي شد. جدايه فوق

هاي مولكولي مختلف  داراي باندهاي آنزيمي متعددي در وزن

 EG IV ،Cel 3C ،Cel 3D ،Celهاي  بود كه مربوط به آنزيم

3A ،Cel 7A ،Cel 6A ،Cel 5A  وCel 61A  بودند كه

. شدند باعث هيدروليز تفاله چغندرقند مي بصورت سينژيستي

Cel5A  گلوكوهيدرولازها  5يك اندوگلوكاناز متعلق به خانواده

تخمين زده شده  KDa 42 باشد. وزن مولكولي اين آنزيم مي

بر  KDa 48 است. با اين وجود داراي وزن مولكولي ظاهري

باشد. نقطه ايزوالكتريك اين آنزيم  مي SDS-PAGE روي ژل

در . )Shoemaker and Brown 1978( مي باشد 6/5-5/5

تخمين زده شده است  T. reesei هاي بيان شده در ميان آنزيم

از بيان سلولاز كل مربوط به آنزيم  درصد10تا  5كه بين 

Cel5A باشد مي(Ståhlberg 1991; Ilmen et al. 

1997).Cel6A   6يك سلوبيوهيدرولاز متعلق به خانواده 

 KDa باشد. اين آنزيم داراي وزن مولكولي گلوكوهيدرولازها مي

است و  KDa 53 داراي وزن SDS-PAGE و بر روي ژل 47

 Fägerstam and) باشد مي 9/5نقطه ايزوالكتريك آن 

Pettersson 1980; Bhikhabhai et al. 1984).  البته

 گزارشاتي نيز وجود دارد كه محدوده وزن مولكولي اين آنزيم را

KDa 58-50 .آنزيم گزارش كرده است Cel6A  ياCBH II 

آنزيمي است كه باعث شكستن باندهاي گليكوزيدي از انتهاي 

 .Barr et al. 1996; Boisset et al)شود  غيراحيا زنجيره مي

و در برخي گزارشات نيز ذكر شده است كه داراي برخي  (2000

). Nutt et al. 1998( از فعاليت هاي اندوگلوكانازي مي باشد
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از  درصد 17-20بين  T. reesei هاي مترشحه از در ميان آنزيم

 بوده است Cel6A هاي سلولاز بيان شده مربوط به كل آنزيم

)Ståhlberg 1991; Ilmen et al. 1997.(Cel7A  ياCBH 

I  گلوكوهيدرولازها  7يك سلوبيوهيدرولاز متعلق به خانواده

باشد كه شناسايي  مي T. reesei باشد و اولين آنزيم سلولاز مي

داراي وزن مولكولي   Wey et al. 1994.(Cel7A( شده است

داراي وزن  SDS-PAGE و بر روي ژل KDa 52 ظاهري

باشد  مي 3/4با نقطه ايزوالكتريك  KDa 66 مولكولي

)Fägerstam et al. 1977; Shoemaker et al. 1983( .

Cel7A بيشترين سلولاز بيان شده توسط T. reesei باشد و  مي

 شود از كل سلولاز بيان شده را شامل مي درصد 50-60مقدار 

)Ståhlberg 1991; Ilmen et al. 1997 ،( با اين حال در اين

تحقيق با توجه به خصوصيات سوبستراي تخمير اين آنزيم بيان 

از خود نشان داده است.  CBH IIيا  Cel6A كمتري نسبت به

كليدي در هيدروليز سلولز كريستالي را  احتمالاً اين آنزيم نقشي

يك آنزيم كارآمد در هيدروليز پيوندهاي  Cel7A كند. بازي مي

گليكوزيدي در سلولز بوده و ترجيحاً هيدروليز را از انتهاي 

 Barr et al. 1996; Divne et) دهد احياي زنجيره انجام مي

al. 1998).Cel7B 7اندوگلوكاناز متعلق به خانواده  يك-

 باشد كه داراي وزن مولكولي تخميني گلوكوهيدرولازها مي

KDa 48 بوده و بر روي ژل SDS-PAGE وزن مولكولي 

KDa 55-50 5/4دهد و داراي نقطه ايزوالكتريك  را نشان مي 

 .Shoemaker et al. 1983; Bhikhabhai et al) باشد مي

1984) .Cel7B هاي گليكوزيدي در سلولز را با  زنجيره

 بيان T. reesei كند. در قارچ م مشخصي هيدروليز ميمكانيس

Cel7B  شود  از بيان سلولاز كل را شامل مي درصد 6-10بين

)Ståhlberg 1991; Ilmen et al. 1997 .( بتاگلوكوزيدازها

نمايند و  باهيدروليز اليگوساكاريدهاي محلول توليد گلوكز مي

بتاگلوكوزيداز گزارش شده است كه در هيدروليز سلولز، افزودن 

سبب عملكرد بهتر ساكاريفيكاسيون گرديده  T. reesei قارچ

. بتاگلوكوزيداز باعث هيدروليز Xin et al. 1993)( است

سلوبيوز كه يك ممانعت كننده از فعاليت آنزيم سلولاز است، 

 T. r نتايج اين تحقيق نشان داد كه جدايه موتانتشود.  مي

M5  .بهترين جدايه براي ساكاريفيكاسيون تفاله چغندرقند است

در  T. r M5 ميزان توليد الكل در تيمار ساكاريفيكاسيون با

و تخمير با مخمرهاي مورد  T. reesei مقايسه با قارچ وحشي

توان  طور كلي مي هببرابر بيشتر بود.  5/1-2آزمون در حدود 

 T. reesei وي قارچگيري نمود كه اعمال موتاسيون بر ر نتيجه

گرديد كه توانايي بالايي  T. r M5 منجر به توليد جدايه موتانت

در تجزيه تفاله چغندرقند  تجزيه كننده سلولزهاي  در توليد آنزيم

باشد و نتايج آزمايشات مشخص نمود كه  را دارا مي

ساكاريفيكاسيون تفاله چغندرقند با استفاده از اين جدايه منجر 

 وK. marxianus  بالاتري از الكل در تخمير با به توليد درصد

S. cerevisiae توان در صنعت  اين جدايه مياز باشد كه  مي

اين جدايه در  .دبراي تجزيه سلولز و توليد الكل استفاده نمو

كلكسيون قارچ و باكتري گروه پژوهشي گياه پزشكي و 

داري مواد غذايي، پژوهشكده كشاورزي هسته اي سازمان  نگه

  شود. داري مي انرژي اتمي نگه
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