
New Cell Mol Biotech
j.12/47 , 2022

Research  article

33

Scan online to view this article

Optimization of Penicillium halotolerans  
cellulase and lipase and pectinase production  

using Taguchi method 
Reyhaneh Javanshir1 ,Mehrdad Azin2 ،Mohaddeseh Larypoor*1 

1. Department of Biotechnology, Faculty of Biological Science, Tehran North Branch , Islamic Azad University, 
Tehran, Iran. 
2. the Institute of Biotechnology, Iranian Research Organization for Science and Technology, Tehran, Iran. 

Abstract 
Aims and Background: Fungi are important sources of commercial and applied enzymes in various 
industries. The aim of this study is to introduce an optional salt-loving strain that produces cellulase, 
lipase and pectinase enzymes and optimize enzyme production using Taguchi method. 

Materials and methods: In this study, more than 350 fungal samples were isolated from the soil and 
climate of Tehran Forest parks and identified. After qualitative and quantitative analysis, 19 strains that 
had the highest production of lipase, pectinase and cellulase were identified by molecular technique. 
Then, based on the amount of enzyme production, optimization and design of Taguchi statistical method 
were performed by 8 factors at three levels to produce two cellulase and lipase enzymes for the best 
strain. 

Results: About 280 isolates were identified, including the genera Aspergillus sp., Penicillium sp., 
Fusarium sp., Mucor sp., Rizhopus sp. They secreted most of the enzyme’s pectinase, lipase, protease, 
amylase and cellulase. Among the isolated samples, Penicillium halotolerans had the highest enzyme 
production, which was selected for optimization. The production of cellulase and lipase enzymes of this 
fungus increased before 0.0744 and 0.0233053 U / ml before optimization and after optimization, 
increased to 0.63872 and 0.192105 U / ml. The most effective factor in the production of both enzymes 
was temperature and nitrogen source. The production of pectinase enzyme in the initial absorption of 540 
nm was 0.71 (U / ml) which was not included in the optimization. 

Conclusion: Optional salt-loving fungi can be introduced as a commercial and industrial strain due to 
their stability in fermentation conditions, availability, cheapness and locality. 

Keywords: Cellulase enzyme, Pectinase enzyme, Lipase enzyme, Penicillium halotolerans, Taguchi 
method, Iau Science. 
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  لیپاز و سلولاز هایآنزیمسازی تولید بهینه
  Penicillium halotoleransو پکتیناز
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 چکیده

معرفی یک سویه نمک . ندهست در صنایع مختلف وکاربردیهای تجاری تولید آنزیم مهم از منابع هاقارچ :سابقه و هدف
 هدف این تحقیق است. وش تاگوچیربا استفاده از سازی تولید آنزیمو بهینهپکتیناز  و آنزیم سلولاز و لیپاز دوست اختیاری مولد

 .شدشناسایی  وجداسازی های جنگلی تهران هوای پارک از خاک وقارچ نمونه  350در این پژوهش بیش از  :هامواد و روش
با تکنیک مولکولی  داشت، سلولاز را آنزیم لیپاز، پکتیناز و ترین میزان تولید-که بیش سویه 11، کمی کیفی و پس از بررسی
فاکتور در سه  8توسط  طراحی آزمایش به روش آماری تاگوچی و سازیبراساس میزان تولید آنزیم، بهینه سپس .شناسایی شد

 انجام شد. سویه بهترین برای لیپاز آنزیم سلولاز و سطح برای تولید دو

 تربیش و بودند ریزوپوس ،موکور ،سیلیومپنی ،آسپرژیلوس هایجنس شامل کهجدایه شناسایی شد  280در حدود  :هایافته
ترین میزان بیش سیلیوم هالوتولرنسپنیهای جداشده، از بین نمونهردند. سلولاز را ترشح ک آنزیم پکتیناز، لیپاز، پروتئاز و آمیلاز و

 U/ml سازیانتخاب شد. میزان تولید آنزیم سلولاز و لیپاز این قارچ پیش از بهینه سازیبهینه برایتولید آنزیم را داشت که 
ثرترین فاکتور در تولید ؤافزایش یافت. م 112105/0و  U/ml 23872/0 مقدار، بهسازیاز بهینهو پس  0233053/0و  07744/0

سازی بود که در بهینه U/ml 71/0)  (نانومتر 540 اولیهد. میزان تولید آنزیم پکتیناز در جذب وهر دو آنزیم دما و منبع نیتروژن ب
 وارد نشد.

د، نتوانمیبودن بومی  وارزان ، در دسترس پایداری در شرایط تخمیر، دلیلهب ،های نمک دوست اختیاریقارچ :گیرینتیجه
 عرفی شوند.صنعتی م یک سویه تجاری و عنوانهب

 .Iau Science، ، روش تاگوچیسیلیوم هالوتولرنسپنیآنزیم لیپاز،  آنزیم پکتیناز، آنزیم سلولاز، کلیدی: هایهواژ

 
 مقدمه

های کاربردی در صننعت بسنیار اهمینت دارنند.     آنزیمامروزه 
هننای صنننعتی،  تننرین منننابع تولینند کننننده آنننزیم   مهننم

-ها باکتری-ها هستند. از بین میکروارگانیسممیکروارگانیسم
دلینل سناختمان   ها بنه قارچها بسیار اهمیت دارند. قارچ ها و

، بنودن ایی خاص، افزایش سطح به حجم و هتروتنروف  رشته
ها در سراسر جهان هستند. از منبع مناسبی برای تولید آنزیم

های صنعتی های بومی در تولید آنزیمطرفی استفاده از سویه
ی هنا قنارچ  .(1-3) بنه صنرفه و ارزان باشند   توانند مقنرون   می

دلیل بومی بودن همیشه در دسترس به موجود در هوا وخاک
تانک خود را در  هایند و چنانچه سویه بومی خصوصیتهست

جهت تولید آنزیم بعد از مدتی از دست بدهند، دوبناره   تخمیر
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طنور مانال   بنه بنومی خنود    و قابل جداسازی از منبع طبیعی
. امروزه بنرای خودکفنایی کشنور در امنر     استپارک جنگلی، 
های بومی با کنارایی  های صنعتی جداسازی سویهتولید آنزیم

بالا، اهمینت زینادی دارد.   بالا و توان تولید واحدهای آنزیمی 
شود ها تولید میهای میکروبی که توسط قارچاز طرفی آنزیم

-ها، آرایشیشوینده در صنایع مختلف از جمله صنایع غذایی
-چنین مهنم هم بهداشتی، دارویی و غیره کاربرد فراوان دارد.

-ها ،کناربرد آن های تولید شده توسط قارچآنزیم کاربردترین 
 که به هضم غذا و طیور است کمل غذایی دام وها در تولید م

-سهولت عبور غذا از دستگاه گوارشی این حیوانات کمک می
بسنیار مهنم را از مننابع     هنای کند، لذا این حیوانات ترکین  

در نتیجنه   تر دریافت کرده و رشد بهتری دارند وغذایی بیش
ها هم با کیفیت بهتری به دست افراد جامعه آن هایمحصول
ترین مشنکل تولیند آننزیم در شنرایط     عمده. (4-2) سدرمی

فرمانتور پایداری قارچ در تولید مقدار قابل تنوجهی از واحند   
، هنا ها و قارچکه بسیاری از باکتریرغم ایناست. علی یآنزیم

ها هسنتند، امنا بنا    مقادیر زیادی از آنزیمو  تولید کننده انواع
 تغییراسنیدیته، دمنا،  تغییر شرایط داخل فرمنانتور از جملنه   

میزان اکسیژن، دور همزن و غیره خواص تولید آنزیم خود را 
بنابراین بنرای تولیند   دهند. دلیل عدم پایداری از دست میبه

سازگار با  هایهای صنعتی میکروارگانیسمآنزیممقادیر بهینه 
هنای  قنارچ  ند وهسنت مورد نیاز فرمانتور دما اسیدیته شرایط 

صنورت بنومی از محنیط جندا     کنه بنه   نمک دوست اختیاری
ها در این قارچ .شرایط سخت را تحمل کنند توانندمیشوند، 

محدوده دمایی زیاد، محدودی اسیدیته زیاد وشنرایط تاننک   
های مقاومت این دلیل مکانیسمتخمیر تحمل بالایی دارند .به

ها در برابر افزایش نمک محیط، فعال شدن پمپ سندیم  قارچ
هایی ماننند منانیتول   چنین تولید مایکوسپورینهم پتاسیم و

 شنود و ها تولیند منی  وآرابینیتول که در سیتوپلاسم این قارچ
ها، اینن موجنودات در   های آب به این مولکولاتصال مولکول

تواننند در محنیط   منی  شرایط پر نمکی آب از دست ننداده و 
 تواننند پایدار بمانند. بنابراین برای شنرایط تولیند آننزیم منی    

های صنعتی خریداری شده سویه ی باشندببسیار مناسگزینه 
ار بنالایی را بنه کارخاننه    از کشورهای دیگر، هم قیمنت بسنی  

اینن   خناص  بعند از مندت زمنانی    نماید ووکشور تحمیل می
کارایی خود را از دست داده وکارخاننه   معمولطور بهها سویه

قیمنت   با دیگر کشورهامجبور به خرید مجدد سویه از مراکز 
تواند عدم ، میغیربومیعلت از کار افتادن سویه  .شودبالا می

اگر منبنع   .(7-1) سازگاری سویه با شرایط آب وهوایی باشد
، هنر  ارزان بنودن سنویه  بنر  بومی باشد عنلاوه  سویه داخلی و

توان از آن منبع خاص، سنویه را دوبناره   لحظه اراده شود می
-میکروبی داخلنی از آن بنه  های جداسازی نمود و یا در بانک

عنوان یک سویه صننعتی بنه   به احسنت نگهداری کرد و نحو
اینی  بنابراین نیاز هنر جامعنه   های میکروبی سپرده شود.بانک

های تولید کننده آنزیم کنه در شنرایط تولیند    به وجود سویه
بننابراین رنرورت    آشنکار اسنت.   صنعتی آنزیم پایندار باشند  

ارزان قیمنت تولیند   ، دسنترس  در، های بومیسویه شناسایی
 سنلولاز، لیپناز و   مهم صنعتی ماننند آننزیم   هایکننده آنزیم
در این پنژوهش   .(10-13) شودشدت احساس میبه پکتیناز

بنرداری شند.   های جنگلنی تهنران نموننه   از هوا وخاک پارک
-سنلولاز بنه   های صنعتی پکتیناز، لیپناز و سپس تولید آنزیم

مینزان   سنویه شناسنایی شنده و   در یک صورت کمی وکیفی 
هنای  بررسی شد ودر نهایت تولید آننزیم تولید آنزیم پکتیناز 

 سازی شد.سلولاز تحت برنامه تاگوچی بهینه لیپاز و

 هاروشمواد و 
 بردارینمونه
های جنگلنی تهنران هفنت پنارک انتخناب شند       بین پارک از

لنویزان، یناس    های جنگلی چیتگر ،خجیر ،پردیسنان، )پارک
بنرداری از هنوا و   فاطمی ،سرخه حصار و سنوهانک( و نموننه  

برداری از خناک  گرفت. برای نمونه ها صورتخاک این پارک
صورت عمل شند کنه ابتندا سنطح خناک را کننار زده،       بدین

متنر خناک   سنانتی 10تنا   5قاشقک استریل از عمق  سپس با
انجنام   نقاط مختلنف پنارک   برداری ازبرداشت شد. این نمونه

گذاری برداری از هوا نیز با روش غیرفعال یا رسوبمونهشد. ن
 .(11،1) انجام شد هابر روی پلیت

های هالوفیل قارچ سازیغربالگری و جداسازی وخالص
 اختیاری

های هوا را در انکوباتور های حاوی نمونهدر این مرحله پلیت
مدت یک تا دو هفته گراد بهدرجه سانتی 30 تا 25 در دمای
هفته برای رشد  4 تا 2 های شفاف ورشد ساپروفیتبرای 

ها با پاساژ مجدد وکلنی قرار داده شدهای رنگی ساپروفیت
ابتدا در مرحله بعدی برای کشت خاک  سازی شد.صخال
ورت ص سپس به دو های سریال ازخاک تهیه شد ورقت
لیتر محلول ارافه کردن یک میلی ها کشت داده شد.خاک

 و  4SDA ,SDA 3%% های کشتطرقیق شده به محی
SDA CMA پخش نمودن نمونه در سطح پلیت توسط  و
 .(22،25) سوآپ استریل

برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید
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 هاپور پلیت کردن نمونه
 های رینگرهای نمک دوست از محلولبرای جداسازی قارچ

تهیه پورپلیت نمونه برای شد.  استفادهنمک  %4 نمک و 3%
  mlعلاوههبمحلول رینگر  ml  5در هر پلیت،  SDA %3 در
 SDAمحیط کشت  ml  15نمونه خاک رقیق شده و 1

شکل محتویات داخل  &و بلافاصله با چرخش  هریخته شد
 منتقل می شود.پلیت به انکوباتور  وپلیت را مخلوط کرده 

 کلنی  شناسایی ماکروسکوپی و میکروسکوپی
ها، در اولین پس از رشد کلنی بررسی ماکروسکوپی:

-گذاری شده و خصوصیتهر پلیت شمارهها در مرحله کلنی
ظاهری هر کلنی را با ذکر شماره یاد داشت شده است.  های

ظاهری شامل قوام کلنی، شکل کلنی، حالت  هایخصوصیت
 .(15،14) استکلنی، رنگ سطح کلنی و رنگ پشت کلنی 

ها صورت برداری از کلنیابتدا نمونه :میکروسکوپی بررسی
ای از محلول یک لام تمیز قطرهترتی  که روی گرفت بدین

لاکتو فنل کاتن بلو ریخته شد و سپس با استفاده از سوزن 
سرکج پلاتینی مقدار کمی از کلنی مورد نظررا برداشته و 

مخلوط گردید  لکامطور بهروی آن قرار داده و با رنگ 
سپس یک لامل تمیز روی لام گذاشته شد و لام روی 

کروسکوپ با عدسی با حرارت حرکت داده شد و زیر می
 40نمایی در صورت لزوم با عدسی با بزرگ و 10نمایی بزرگ
ساختار  برای بررسی دقیق .ها مورد بررسی قرار گرفتقارچ

برای  اسلاید کالچرروش  ،اییهای رشتهقارچمیکروسکوپی 
 .(1) هر قارچ انجام شد

 تهیه سوسپانسیون استاندارد
قطره توئین  1لیتر از سرم فیزیولوژی میلی 100ازای هر به
، سرم فیزیولوژی از دو هفته انکوباسیونارافه شد. پس  80

ی و توئین که از قبل اتوکلاو شده بودند بر روی پلیت حاو
  (Penicillium halotolerans) سیلیوم هالوتولرنسپنی

ریخته و با استفاده از پیپت پاستور استریل سطح محیط 
سوسپانسیون اسپور تهیه شده را از  .شدکشت خراش داده 

  rpmبا دور سپس و عبور دادهدو لایه نازک گاز استریل 
سانتریفیوژ شد و سپس از مایع سطحی آن که  3000

محتوی اسپور بود برداشته و با استفاده از لام نئوبار مقدار 
شمارش × 40نمایی لیتر با بزرگاسپور موجود در هر میلی

تعداد اسپورها بیش از مقدار اسپور استاندارد چه شد. چنان
چه باشد، با افزودن آب مقطر محلول را رقیق کرده و چنان

تر از حد استاندارد بود، محلول حاصل را با تعداد اسپور کم

سانتریفیوژ تغلیظ نموده تا تعداد اسپورها به حد استاندارد 
 5× 104 نزدیک شود. بر حس  فرمول

(R1+R2+R3+R4+R5)× لیتر از تعداد اسپور در هر میلی
اسپور استاندارد سوسپانسیون  .سوسپانیسون محاسبه گردید

و  5 × 102تا  Aspergillus sp.102×1)) آسپرژیلوسبرای 
 ( و برای5 × 105تا  105 × 1)  .Mucor  sp )) موکور برای

در نظر  4 ×105تا  Rhizopus sp. 105×1)) ریزوپوس
  (.1) گرفته شد

 هاکیفی تولید آنزیمبررسی 
ها بر روی محیط های قارچ ابتدا جدایه هادر تمامی آزمایش

SDA  صورت سوسپانسیون استاندارد، کشت تازه تهیه به
عنوان محیط پیش کشت( و سپس بر روی شد )به
صورت عمقی های جامد واجد سوبسترای آنزیمی به محیط

 کشت داده شد.

از کشت تازه قارچ بر  لیپازبررسی کیفی تولید آنزیم برای 
کشت داده شدند.  80روی محیط واجد سوبسترای توئین 

 C 30 - 25°مدت دو تا پنج روز در دمای ها به پلیت
گرماگذاری شدند. پس از این مدت مشاهده هاله شفاف در 

 .(22)  اطراف کلنی نشان دهنده حضور آنزیم لیپاز است

از کشت تازه قارچ بر  سلولازبررسی کیفی تولید آنزیم برای 
روی محیط واجد سوبسترای کربوکسی متیل سلولزکشت 

–C30°مدت سه تا پنج روز در دمای ها به پلیت داده شد.
گرماگذاری شد پس از این مدت به هر پلیت محلول  25

 NAOH  1زدایی از % و بعد از آن برای لکه 2کنگو رد 
های  جدایهدقیقه ارافه شد. در اطراف  15مدت مولار به

-18) شود تولید کننده سلولاز، مناطق شفافی تشکیل می
12). 

از کشت تازه قارچ بر  بررسی کیفی تولید آنزیم پکتینازبرای 
ها  پلیت .روی محیط واجد سوبسترای پکتین کشت داده شد

گرماگذاری شد پس  C 30°مدت سه تا پنج روز در دمای به
از این مدت به هر پلیت محلول پتاسیم یدید ارافه شد. در 

های تولید کننده پکتیناز، مناطق شفافی  اطراف جدایه
ترکی  محیط برای بررسی وجود آنزیم  شود. تشکیل می
 (21،20 )عبارتند از:  پکتیناز

  بررسی کمی تولید آنزیم ها
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در تولید آنزیم قارچ  واحد آنزیمی که بیانگر فعالیت کمی
که در هایی ور بر روی قارچبا انجام روش کشت غوطه است،

شد. در  تعیین بودند، مرحله قبل دارای هاله شفاف آنزیم
ترین فعالیت آنزیمی انتخاب نهایت بهترین سویه دارای بیش

 تریلیلیم 5/0ز آنزیم پکتینابرای تعیین فعالیت  .(22)شد 
لیتر( اسپور در هر میلی 102)دارای سوسپانسیون اسپور 

روز،  5تلقیح شد. پس از ور کشت غوطهبه محیط قارچ 
، با پکتینازفعالیت  هامحیط تخمیر برای انجام آزمایش

 برای سازی شد.خالص ،1 استفاده از کاغذ واتمن شماره
های های نوری غلظتجذب زتعیین فعالیت آنزیم پکتینا

 هیاز محلول پا تریکرولیم 1000 ،800 ،200 ،400 ،200
منحنی  و خوانده شد دیاس کیگالاکتورون-Dحاوی 

منحنی استاندارد  a2شکل در . رسم شدکالیبراسیون 
با  پکتیناز فعالیت آنزیم گالاکتورونیک اسید رسم شده است.

، با استفاده از های قند آزاد شده از پکتینوهگیری گراندازه
 .(23،22) اسید تعیین شددی نیتروسالیسیلیک  5، 3معرف 

، مقدار آنزیمی است که پکتیناز یک واحد فعالیت آنزیمی
میکرو مول گالاکتورونیک اسید بر  یکتوانایی آزادسازی 

واحد حجم آنزیم در مخلوط واکنش بر واحد زمان در شرایط 
)وزن مولکولی استاندارد آزمایش را داشته باشد. 

 (است.گرم بر مول میلی 12/212گالاکتورونیک اسید برابر با 

U = )گالاکتورنیک اسید )میلی گرم 
مقدار آنزیم ×زمان )دقیقه(×وزن مولکولی گالاکتورونیک اسید

 ml      لیتر()میلی

نیتروسالسیلیک  معرف دی آنزیم سلولاز تیفعال نییتع یبرا
 .رسم شدمنحنی استاندارد گلوکز سپس و شد استفادهاسید

 منحنی استاندارد گلوکز رسم شده است.  2bشکل در نمودار

با استفاده از فرمول  (U/ml)مقدار آنزیم تولیدی برحس  
 .(24) آیدزیر به دست می

 U= میکرومول گلوکز × 2
 mlدقیقه 

 لیمت یسلولاز از محلول کربوکس میآنز تیفعال نییتع یبرا
 دیاس کیلیسالس تروین یشود. از معرف دیسلولز استفاده م

 550سلولز استفاده شد و با طول موج  میسنجش آنز یبرا
 یمیواحد آنز کیها خوانده شد. نمونه ینانومتر جذب نور
 کرومولیم کیآزاد شدن  یاست که برا یمیسلولاز مقدار آنز

لازم  قهیدق کیصورت گلوکز در مدت شده به ءایقند اح
 است.

محلول  استاندارد از یمنحن پازیل میآنز تیفعال نییتع یبرا
استاندارد  یمنحنc 2شکل  . در نموداررسم شد تروفنلیپاران
 تیفعال نییتع یبرا. (25) نشان داده شده است تروفنلیپاران
عنوان سوبسترا به تاتیپالم لیتروفنیاز پاران پازیل میآنز

سپس توسط دستگاه اسپکتروفتومتر جذب  استفاده شد.
واحد  کینانومتر خوانده شد.  410و شاهد در  همحلول نمون

 کرومولیم کیکه  یمیاست با مقدار آنز برابر پازیل یمیآنز
مشخص شده آزاد  طیتحت شرا قهیدق کیرا در  تروفنلیپاران
 نییتع یاستاندارد برا یهایمنحن 1در شکل  .(22) دینما
نشان داده  پازیل و نازیپکت سلولاز، یهامیآنز یکم تیفعال

 شده است.           

 U= تروفنلیپارا ن کرومولیم×2

 ml            قهیدق

 

 
 پارانیتروفنل و گلوکز ،دیاس کیاستاندارد گالاکتورون یمنحن . 1شکل

-شناسایی مولکولی سویه برتر تولید کننده آنزیم به
 PCRصورت کیفی وکمی با تکنیک 

 .Weiland, J) طبق روش ویلند انجام شد  DNAاستخراج
J. 2002). کار برده شده از نوع ناحیه اسپیسر به پرایمرهای

y = 0/0019x + 0/0138 
R² = 0/9036 
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 Amutha) .( بودندITSنسبی داخلی نوکلئوتیدی نسبی )
and Godavari, 2014) 

 (ITS1 ) فورواردپرایمر 
 5)׳TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3 ׳(
 (ITS4) پرایمرمعکوس

  .(׳TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 ׳5)
دقیقه در  2از شرایط زیر استفاده شده است: در واکنش فوق 

°C 12  ،20سیکل هر یک از  25-35برای دناتوراسیون 
 C  55°دقیقه در 1برای دناتوراسیون،  C 12°ثانیه در 

برای  C 72°دقیقه در  2گراد برای بازپخت، درجه سانتی
 10مدت به C 72° نهایی دردنبال آن پسوند گسترش به
)تمام مواد شیمیایی مولکولی از سیگما آلدریچ دقیقه. 

 (Amutha and Godavari ،2014)خریداری شده است(. 
 PCR Prepsها )با استفاده از مینی ستون PCRمحصولات 

DNA system purification System ،Sigma مطابق )
خالص شدند. واکنش با استفاده از یک  ویلندپروتکل 

 (Weiland, J. J. 2002) .انجام شد T-100ترموسایکلر 

 پنی سیلیوم هالوتولرنسبانک قارچی 
 و لاری پنور جندا شنده از تحقینق     پنی سیلیوم هنالوتولرنس 

در شننرایط کامننل اسننتریل در دو محننیط پتیتننو   ،همکنناران
بیوتینک  آنتنی  همنراه دکستروز آگار و سابرو دکستروز آگار به

ای کشت داده شد روش نقطهتتراسایکلین در کنار شعله و به
 .(22)شد انکوبه  C 30°روز در دمای  7مدت و به

 سازی تولید آنزیم سلولاز و لیپازبهینه
 Minitabافزار برای طراحی آزمایش به روش تاگوچی از نرم

 L4های متعامد تواند آرایه-افزار میاستفاده شد. این نرم 17
فاکتور در دو، سه و چهار سطح  23تا  2همراه را به  L16تا 

( SIبرای هر عامل ارائه داد. تخمین شاخص دقت )
ثیر دو أ، به آگاهی از تهافاکتورهای مورد مطالعه در آزمایش

ثیر متقابل کمک أفاکتور منحصر به فرد در سطوح مختلف ت

اساس شاخص دقت  ثیر متقابل برأکند. مقادیر این تمی
گیری می شود. این افزاری محاسبه و اندازهتوسط برنامه نرم

ثیر متقابل را در نظر أت n(n+1)/2فاکتور،  nافزار به ازای نرم
( ANOVAگیرد. در روش تاگوچی از آنالیز واریانس )می

چنین جهت ها و همبرای تجزیه و تحلیل نتایج آزمایش
یند سهیم آییر هر عامل در فرکه چه مقدار از تغتعیین این

سازی آنزیم لیپاز و سلولاز برای بهینه شود.است، استفاده می
، منبع کربن pHشش فاکتور در سه سطح، شامل: دما، 

محلول فلزات سنگین و  مقدار آن، منبع نیتروژن و مقدار آن،
فاکتورها و  1جدول  تحت بررسی قرار گرفتند. NaClنمک 

های سازی تولید آنزیمدر بهینه هاسطوح بررسی شده آن
 .(28،27) دهدلیپاز و سلولاز به روش تاگوچی را نشان می

 طراحی آزمایش با استفاده از برنامه تاگوچی
 2افزار، طبق جدول پس از وارد نمودن این اطلاعات به نرم

 آزمایش برای انجام پیشنهاد نمود. 27افزار نرم
 نتایج

 های جنگلی-وخاک پارکبرداری از هوا نتایج نمونه
پس از  ها به انکوباتور منتقل شد وبرداری پلیتپس از نمونه

وی محیط رهای ساپروفیت بر هفته کلنی قارچ چهار تادو 
ها نمایش ایی از پلیتنمونه 2در شکل  کشت پدیدار شد.
 داده شده است.

-برداری از هفت پارک جنگلی تهران انجام شد )پارکنمونه
 پردیسان، لویزان، یاس فاطمی، خوجیر، یتگر،های جنگلی چ

برداری از هوا و خاک این سرخه حصار و سوهانک( و نمونه
های منتخ  نیز پارک 3ها صورت گرفت. در جدول پارک

زیر درصد جنس  3نشان داده شده است .در نمودار شکل 
های جنگلی سطح تهران نشان های جدا شده از پارکقارچ

 داده شده است.

 
 های لیپاز و سلولاز به روش تاگوچیسازی تولید آنزیمها در بهینه. فاکتورها و سطوح بررسی شده آن1جدول 
  عامل 1سطح  2سطح  3سطح 

7 2 5 pH A 
C°30 C°25 C°20 دما B 
28% 22% 12% NaCl% C 

CSL منبع نیتروژن پپتون عصاره مخمر D 
 E منبع کربن گلیسرول هیدرولیز شدهنشاسته  گلوکز

µl50 µl25 µl0 *محلول فلز F 
 G ژن%  مقدار نیترو 2/0 5/0 1
 H مقدار کربن% 10 15 20

 مولار 1/0*محلول فلز: منگنز کلرید و منیزیم کلرید 
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 افزار تاگوچیطراحی شده توسط نرم هایتعداد آزمایش .2جدول 

شماره 
 آزمایش

دما 
C° 

منبع 
 کربن

منبع 
 % NaCl محلول فلز نیتروژن

مقدار 
 کربن %

مقدار 
 pH نیتروژن%

 5 2/0 10 12 0 پپتون گلیسرول 20 1
 5 0/5 15 12 0 پپتون گلوکز 25 2
 5 1 20 12 0 پپتون نشاسته 30 3
 5 2/0 10 22 25 عصاره مخمر گلیسرول 25 4
 5 5/0 15 22 25 عصاره مخمر گلوکز 30 5
 5 1 20 22 25 مخمرعصاره  نشاسته 20 2
 CSL 50 28 10 2/0 5 گلیسرول 30 7
 CSL 50 28 15 5/0 5 گلوکز 20 8

 CSL 50 28 20 1 5 نشاسته 25 1

 CSL 25 12 15 1 2 گلیسرول 20 10

 CSL 25 12 20 2/0 2 گلوکز 25 11

 CSL 25 12 10 5/0 2 نشاسته 30 12

 2 1 15 22 50 پپتون گلیسرول 25 13

 2 2/0 20 22 50 پپتون گلوکز 30 14

 2 5/0 10 22 50 پپتون نشاسته 20 15

 2 1 15 28 0 عصاره مخمر گلیسرول 30 12

 2 2/0 20 28 0 عصاره مخمر گلوکز 20 17

 2 5/0 10 28 0 عصاره مخمر نشاسته 25 18

 7 5/0 20 12 50 عصاره مخمر گلیسرول 20 11

 7 1 10 12 50 عصاره مخمر گلوکز 25 20

 7 2/0 15 12 50 عصاره مخمر نشاسته 30 21

 CSL 0 22 20 5/0 7 گلیسرول 25 22

 CSL 0 22 10 1 7 گلوکز 30 23

 CSL 0 22 15 2/0 7 نشاسته 20 24

 7 5/0 20 28 25 پپتون گلیسرول 30 25

 7 1 10 28 25 پپتون گلوکز 20 22

 7 2/0 15 28 25 پپتون نشاسته 25 27

 

 
 های جداسازی شدههای حاوی قارچایی از پلیتنمونه .2 شکل

 
 های جنگلی سطح تهرانهای جدا شده از پارکدرصد جنس قارچ .3 شکل
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-وخالص یو جداساز یغربالگر ،تهیه پورپلیت جنتای
  یاریاخت لیهالوف یهاقارچ یساز

 قبل توریح داده شد برای تهیه پور پلیت ازدر طور که همان
علاوه محیط کشت مایع استفاده همقدار مشخصی نمونه ب

ها را مخلوط شد و بعد از مانند آن &شود که با حرکت می

پلیت انکوبه  قرار داده و بسته شدن آگار آن را در انکوباتور
های جداسازی شده با  انجام چندین بار پاساژ کلنیشد.

 4ها در شکل ایی از این کلنینمونه سازی شد.مکرر، خالص
 شود.دیده می

 
 هسازی شدخالصهای کلنی . پلیت4 شکل

 
 ها شناسایی ماکروسکوپی و میکروسکوپی کلنی

هنا در هنر پلینت    ها، در اولین مرحله کلنیپس از رشد کلنی
ظاهری هنر کلننی را بنا     هایگذاری شده و خصوصیتشماره

ظناهری   هنای ذکر شماره یاد داشت شده اسنت. خصوصنیت  
شامل قوام کلنی، شکل کلنی، حالت کلنی، رنگ سطح کلنی 

 هنای بررسنی خصوصنیت  بنرای   .اسنت و رنگ پشنت کلننی   
زکلنی مورد نظنر لام مسنتقیم میکروسنکوپی    میکروسکوپی ا

منورد  ها قارچ 40 نماییمیکروسکوپ با بزرگو زیر  تهیه شد
کلننی   211هنای نموننه هنوا    پلینت  در. بررسی قنرار گرفنت  

صنورت  کلننی بنه   151گذاری شد کنه از اینن تعنداد    شماره

 ماکروسکوپی و میکروسکوپی در سطح جنس شناسایی شند. 
گذاری شد کنه از  کلنی شماره 131های نمونه خاک پلیت در

صورت ماکروسکوپی و میکروسکوپی کلنی به 113این تعداد 
 هننایتننرین جدایننهبننیش ح جنننس شناسننایی شنند.در سننط

، فوزارینوم  ،پننی سنلیوم  ، آسپرژیلوسشناسایی شده از جنس
، ریزوپنننننوس، موکنننننور ،کلادوسنننننپوروم، تریکودرمنننننا

های شناسایی شده از کلنی د.غیره بودنو اسکوپولاریوپسیس 
 هنای که بنرای آزمنایش  سنازی شند  کلنی خالص نوزدهتعداد 

 و هنا پاینان خصوصنیت   درها استوک تهینه شند.   بعدی از آن
 سی شد.  برر 5ها مانند شکل شکل میکروسکوپی نمونه

 

 
 های ساپروفیت جداسازی شدهمشاهده میکروسکوپی قارچ .5شکل 

 هاتولید کیفی آنزیم نتایچ بررسی
)شنامل  در مورد آنزیم لیپاز، در صورت وجود آننزیم، چربنی   

میرستیک اسید،  اسیدهای چرب اشباع مانند پالمئیک اسید،
اسننتئاریک اسننید، پنتادکانوئیننک اسننید و اسننیدهای چننرب 

پالمیتولئیک اسید و لینولئیک  غیراشباع مانند اولئیک اسید،
( موجود در محنیط هیندرولیز شند و در صنورت     است.اسید 

اننند  هم pH دنبال آن کاهش،چرب آزاد و به تولید اسیدهای

 ها نقاط شیری رنگی ایجاد شد.اطراف کشت جدایه6a شکل 
 زین کشت ن طیموجود در مح نیپکت ،نازیپکت میآنز یدر بررس

در  یشنفاف  هالنه  شنده و  هیتجز نازیپکت میحضور آنز لیدلبه
بعند از ارنافه کنردن     ،6b اطراف کشت قارچ، همانند شنکل 

، از سنلولاز  میآنز یبررس در وجود آمد.هب میپتاس دیدیمعرف 
عنوان سوبسترا استفاده شد پنس از  سلولز به لیمت یکربوکس

کنه   ییهاهیارافه کردن معرف کنگورد در جدا و هارشد قارچ
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 آمد. وجنود هبن  ، هاله شفاف6Cهمانند شکل  ،سلولاز بودند یحاو
 

 
 های تولید کننده آنزیماطراف جدایه سلولاز و پکتیناز، لیپاز هایآنزیم شیری وشفاف مشاهده هاله. 2لشک

 
صنورت کیفنی، درصند    بعد از انجام آزمایش تولید آننزیم بنه   صورت کیفیبه هاآنزیمدرصد فراوانی تولید 

مورد بررسی قرار گرفت که در  یهاها در جدایهفراوانی آنزیم
 شود.نمودار آن مشاهده می 7 شکل

 

 
 هاها در جدایهدرصد فراوانی آنزیم .7ل شک

 
 تولید کمی آنزیم پکتیناز بررسی
هایی که در مرحله تولیند کیفنی، دارای هالنه تولیند     در قارچ

-آنزیمی توسط تخمیر غوطه آنزیم بودند، فعالیت کمی تولید
تنرین  های دارای بیشور بررسی شد. در نهایت بهترین سویه

و برای تعیین مقادیر کمی هنر   آنزیمی انتخاب شدندفعالیت 
ها منحنی استاندارد رسم شنده ومقنادیر جنذب    یک از آنزیم

 آنزیم با دسنتگاه اسنپکتروفتومتر   ههای تولید کنندبرای قارچ
 U/ml تنرین مینزان تولیند آننزیم لیپناز     خواننده شند. بنیش   

و آننننزیم  U/ml 07744/0 ، آننننزیم سنننلولاز0233053/0
کیفی تولیند   بود. پس از بررسی کمی و U/ml 71/0 پکتیناز

سنیلیوم تولیند   هر سه آنزیم، مشخص شد که یک گونه پننی 
 .استترین مقدار آنزیمی کننده بیش

 آنزیم سهانتخاب جدایه تولید کننده هر
 هایسازی در مرحله بعد، از بهترین جنسبرای انجام بهینه

ها از قارچ جنس 1. تولید کننده هر سه آنزیم استفاده شد
-نس پنیصورت کیفی وکمی را داشتند اما جتولید آنزیم به

، از پارک جنگلی سرخه حصار جداسازی شده بود کهسلیوم 
بهترین جنس  .ترین مقدار تولید هر سه آنزیم را داشتبیش

 و 8در شکل سرخه حصار جداسازی شد.  از پارک جنگلی
های جداسازی شده نشان یزان توزیع جنس قارچم 3 جدول

 داده شده است. 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 
 های تولید کننده آنزیم در پارک جنگلی سرخه حصار. میزان توزیع قارچ8 شکل

 

 های جدا شده از پارک جنگلی سرخه حصاردرصد جنس .3 جدول
 هایدرصد جنس

 جدا شده 

 هایتعداد جنس

 جدا شده 

 تشخیص

 میکروسکوپی 

%27 7 Aspergillus sp. 

%12 3 Penicillium sp. 

%22   7 Fusarium Sp. 

%15 4 Cladosporium Sp. 

%4 1 Alternaria Sp. 

%8 2 Chrysosporium sp. 

%4 1 Curvularia sp. 

%4 1 Rhizopus sp. 

 

 

شناسایی مولکولی سویه برتر تولید کننده آنزیم  نتایچ
 PCRصورت کیفی وکمی با تکنیک به

ها از ترین آنزیمهای تولید کننده بیشبرای شناسایی قارچ
نشان داده شده  1نتایج در شکل  استفاده شد. PCRتکنیک 

 های زیر شناسایی شد:گونه PCRبرطبق نتایج  است.

(، Chaetomium strumarium) چاتومیوم استراماریوم
 ، (Aspergillus templicola) آسپرژیلوس تمپلیکولا
 ( Scopolariopsis flava) اسکوپولاریوپسیس فلاوا

 (Penicillium chrysogenum) سلیوم کرایزوژنومپنی
فوزاریوم  ، (Mucor circinelloide)موکور سیرسینلیودس

آسپرژیلوس ، (Fusarium sublunatum) بلاناتوموس

سیلیوم پنی، ((Aspergillus subramaniani سابرامانیانی
پوورسیلیوم  و (Penicillium halotolerns) هالوتولرانس

 ( (Purpurrecillium lilacinumم لیالسینو

دست آمنده در اینن مطالعنه    هقبلی ب هایبه آزمایشبا توجه
جدایه نمنک  توسط آنزیم مربوز  3ترین میزان تولید هر بیش

کلننی   انجام شد. سیلیوم هالوتولرنسپنی یا  2دوست شماره 
سنازی بنر   نشان داده شده است. بهینه 10این قارچ در شکل 

دلیل تولید مقندار زیناد آننزیم    هروی این گونه انجام گرفت. ب
آنزیم لیپناز  سازی فقط برای تولید پکتیناز توسط قارچ بهینه

 سلولاز انجام شد. و
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 های تولید کننده هر سه آنزیمشناسایی قارچ .1 شکل

 
 

 
 Penicillium halotolerns.کلنی خالص 10شکل 

 
  هانزیمآثیر پارامترها بر تولید أنتایج ت

یر فاکتورهای مختلف بر روی تولید ثأسازی تدر بخش بهینه
بر حس   سیلیوم هالوتولرنسپنی قارچ آنزیم سلولاز ولیپاز

افزار تاگوچی بررسی شد که مختلف برطبق نرم هایآزمایش
  بیان شده است. 11نتایچ آنالیز واریانس آن در نمودار شکل 

 
 

 
 آنزیم لیپاز و تولید آنزیم سلولازی اثرات اصلی فاکتورها .11شکل 

 
شود، مشاهده می11های شکل طور که در نمودارهمان

 pHثرین سطح در هر فاکتور مشخص شده که شامل ؤم
میکرولیتر  50%، مقدار 12با غلظت  NaCl، محلول 5معادل 

%، 1عنوان منبع نیتروژن با مقدار از محلول فلز، پپتون به
درجه  25% و دمای 20عنوان منبع کربن با مقدار نشاسته به
 گراد است.سانتی
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
 ترین میزان تولید آنزیم لیپاز وآنزیم سلولازبیش بینیبهینه هر فاکتور برای پیشمقدار  .4جدول 

 
 

-بیشبینی مقدار بهینه هر فاکتور برای پیش 4جدول ر د
لیپاز بر اساس  و آنزیم سلولاز واحد تولید مقدارترین 

اثر اصلی هر فاکتور با در نظر گرفتن افزار، محاسبات نرم
 نشان داده شده است. هاکنش آنون در نظر گرفتن میانبد

و با استفاده از روش آماری  12 های شکلبه نموداربا توجه
سلولاز توسط ترین میزان تولید آنزیم لیپاز و تاگوچی بیش

ثرترین سطح هر فاکتور ؤمو سیلیوم هالوتولرنسپنیتوسط 
و  pHکنش انینمودار اثر م نیدر ا بینی شده است.پیش

-ینمودار نشان م نیاست. انشان داده شده  NaClمحلول 
% باعث 22تا  NaClغلظت  شیبا افزا 5معادل  pHدهد که 

 NaClغلظت  شیاما افزا شودیسلولاز م میآنز دیتول شیافزا
شود که یسلولاز م میآنز دیتول دی% منجر به افت شد28به 
عکس  رکامل بطور به 7و  2معادل  pH یکنش براانیم نیا

% 22تا  NaClغلظت  شیافزا صورت کهنیبد کندیعمل م
% 28تا  NaClغلظت  شیو افزا میآنز دیمنجر به کاهش تول

 دیتول زانیم نیترشیب ما. اگرددیم میآنز دیتول شیباعث افزا
با غلظت  NaClو  5معادل  pHکنش انیسلولاز در م میآنز

 پازیل میآنز نیترشیب نیچنهم % نشان داده شده است.22
و  5معادل  pHکنش انیم جهینموداردر نت نیشده در ا دیتول

بر  NaCl% است. غلظت محلول 12با غلظت  NaClمحلول 
pH  گذاشته و  کسانی یاثر یبیتقرطور به 7و  5معادل

دو سطح از  نیدر ا پازیل میآنز دیتول شیموج  کاهش و افزا
pH غلظت محلول  ریثأت یول گرددیمNaCl  برpH  2برابر 
 .عکس بوده است رکامل بطور به

 و آنالیز واریانس میانگین فاکتورها در تولید آنزیم سلولاز
جدول  در ترتی به سیلیوم هالوتولرنسپنیتوسط قارچ  زلیپا
)میزان اهمیت فاکتور  Fشان داده است. در این جدول ن 5

ثیر هر فاکتور در تولید آنزیم( أ) درصد ت Pموردنظر( و 
دار بودن آن ثر و معنیؤبه معنی م > P 05/0. محاسبه شد

فاکتور در  نیثرترؤم .استفاکتور در تولید آنزیم سلولاز 
 تروژنیدما و بعد از آن منبع ن پازیل و سلولاز میآنز دیتول

در  یترشیب ریثأکه ت یهر فاکتوربرطبق نتایج آماری است. 
 .اشتد زین یترشیب F-value، تداش میآنز دیتول

 

 
 سیلیوم هالوتولرنسپنی توسط قارچلیپاز و تولید آنزیم سلولازی اثر میان کنش فاکتورها نمودار .12شکل 

 

مقدار  ماد
 کربن%

مقدار 
 نیتروژن%

pH NaCl% فلز محلول   
(µl) 

منبع 
 کربن

 منبع
 نیتروژن

آنزیم  مقدارتولید
 U/mlسلولاز 

 U/mlمقدارتولید آنزیم لیپاز 

  281200/0 پپتون نشاسته 50 12 5 1 20 25

 118214/0  پپتون نشاسته 50 12 5 1 10 25
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 آنزیم لیپاز و. آنالیز واریانس میانگین فاکتورها در تولید آنزیم سلولاز 5جدول 

P-value 
Lipase 

F-value 
Lipase 

F-value 
Cellulas 

P-value 
Cellulas 

 فاکتورها

328/0 11/1 21/0 523/0 pH 

317/0 21/1 24/0 541/0 NaCl% 

 محلول فلز 227/0 72/1 42/1 282/0
 منبع نیتروژن 054/0 12/3 81/5 021/0
 منبع کربن 324/0 22/1 22/1 242/0
 مقدار نیتروژن 830/0 11/0 22/8 007/0
 مقدار کربن 501/0 72/0 24/0 547/0
 دما 018/0 23/2 12/0 811/0

 
 

 بحث 
ترین سلسله موجودات زنده هتروتروف ها یکی از بزرگقارچ
-ای منبع اصنلی تولیند آننزیم   های رشتهند. امروزه قارچهست

آلنی در   هایترین بازیافت کنندگان ترکی های تجاری ومهم
-در این پژوهش تلاش برای جداسازی قارچ ند.هستطبیعت 

هنای جنگلنی   های هالوفیل اختیاری از خاک و هوای پنارک 
هنای  هنا بنرای تولیند بعضنی از آننزیم     تهران و غربالگری آن

هیدرولیتیک کاربردی در صنعت مانند آمیلاز، لیپاز، سنلولاز،  
سنلولاز   .(2،1)نورتاز صورت گرفته است یپروتئاز، پکتیناز و ا

سنازی  مهم صنعتی است که برای شنفاف  هایه آنزیماز جمل
توانند بر روی انواع مختلفی لیپاز می .ها کاربرد داردنوشیدنی

-هننای طبیعنننی و تنننری از سوبسننتراها، از جملنننه روغنننن 
-ترین آننزیم پکتیناز مهم .اثر بگذاردگلیسیریدهای مصنوعی 

-مینوه غذایی بالاخص آب هایهای کاربردی در تولید ترکی 
هنر سنه آننزیم فنوق در      .اسنت های صنعتی در سطح جهان 
 شوند.طیور به وسعت استفاده می تولید مکمل غذای دام و

هنای جنگلنی   قنارچ از پنارک   350در این پژوهش بنیش از  
 و تهران شامل پارک جنگلی لویزان، چیتگنر، سنرخه حصنار   

جدایه شناسایی شند.   280غیره جداسازی شد که در حدود 
-پننی  ،آسنپرژیلوس  هنای بنه گوننه  ها متعلنق هاکار این جدای

بودنند. از اینن تعنداد     و ریزوپنوس  موکور ،فوزاریوم  ،سیلیوم
جداینه بنا انجنام تسنت اولینه       11های شناسایی شده جدایه

هنای  صورت کیفی ،برای بررسی تولید آننزیم ها بهتولید آنزیم
های جداسنازی  خارج سلولی در نظرگرفته شد. در ابتدا قارچ

کیفنی منورد ارزینابی قنرار     صورت چهت تولید آنزیم بهه شد
 ها آنزیم پکتیناز، لیپاز، پروتئاز و آمیلاز واکار جدایه و گرفت
هننای د. سنپس از بننین گونننه کردنننسننلولاز را ترشننح  یبعضن 

و پکتیناز  لیپاز های سلولاز،جداسازی شده تولید کمی آنزیم
 بررسی شد.  

را از  ی سناپروفیت هنا همکاران تعندادی از قنارچ   و لاری پور
 جداسنازی کردنند و   تهنران  جنگلی هایهوای پارک خاک و

. (22)کردنند  بررسنی  را ها های مختلف این قارچتولید آنزیم
-یپنن لیپاز توسنط قنارچ    و جهت افزایش تولید آنزیم سلولاز

سننازی بننا از طراحننی آزمننایش بهینننه سننیلیوم هننالوتولرنس
دسنت آمنده   نتایج بنه  استفاده از روش تاگوچی استفاده شد.

-لیپناز بنوده و هنم    و دهنده افزایش تولید آنزیم سلولازنشان
ثرترین ؤعننوان من  چنین انتخاب فاکتور دما، منبع نیتروژن به

عامل برای افزایش تولید هر دو آنزیم توسط این قارچ نشنان  
و پنس از   U/ml 0233053/0 داده شد. آنزیم لیپاز در ابتندا 

 U/ml 112105/0 بهتننرین شننرایطسننازی در انجننام بهینننه
و پنس   U/ml 07744/0 تولید شده و آنزیم سلولاز در ابتندا 

 U/ml 23872/0 سنازی در بهتنرین شنرایط   از انجام بهیننه 
تولید شده است. مقایسه میزان تولید هر دو آنزیم در شرایط 

دهند  نشنان منی   سیلیوم هالوتولرنسپنییکسان توسط قارچ 
-تر بوده است و همآنزیم سلولاز موفقکه این قارچ در تولید 

-گیر تولید سلولاز پس از بهیننه بر افزایش چشمچنین علاوه
-سنازی نینز بنه   سازی، تولید سلولاز این قارچ پیش از بهینه

طرفنی اینن قنارچ     تر از آنزیم لیپاز بوده است. ازنسبت بیش
توانایی تولید آنزیم پکتیناز را در مقندار بسنیار بسنیار زیناد،     

U/ml 71/0 اینن  سنازی دارد. بننابراین   ، بدون نیاز به بهیننه
 بنودن و  بنومی  دلینل هبن های صنعتی سویه برای تولید آنزیم

کنارایی  تولید مقادیر زیاد آنزیم در محیط کشت غنی نشده و
 لاری پور دارد.های مشابه مزیت بر سویهبسیار بالای صنعتی 

رودوتننرولا مخمننر چننرم کارخانجننات همکنناران از پسنناب  و
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اکسنیدان  شدت تولیند کنننده آنتنی   هجداسازی نمودند که ب
 .(11) داردرا توانایی تولید آنزیم  و است

 ثرترین فناکتور در تولیند هنر دو آننزیم دمنا،     ؤترین و ممهم
طرفی این قنارچ   از اسیدیته و منبع نیتروژن بیان شده است.
پکتینناز  تولید آننزیم   تولید کننده قوی آنزیم پکتیناز است و

سننیلیوم پنننیسننازی توسننط سننویه  بنندون شننرایط بهینننه 
محاسنبه شند، کنه     nm  540 ،U/ml 71/0در هنالوتولرنس 

به سویه اسنتاندارد اسنت.   مقادیر بالایی از تولید آنزیم نسبت
سننیلیوم پنننی سننویهسننویه مطننرح شننده در ایننن تحقیننق  

مشخص از پارک جنگلنی سنرخه حصنار    طور به هالوتولرنس
با توجه رشند مناسن  اینن قنارچ در      و استجداسازی شده 
جهت عنوان یک قارچ نمک دوست اختیاری همحیط نمکی، ب
دیگنر  اینی  های رشنته به قارچهای صنعتی نسبتتولید آنزیم
 .(22) مزیت دارد

Chamekh  بر روی ینک تنالاب    2011در سال  همکاران و
تعدادی قنارچ نمنک    این پژوهش کردند. درآب شور تحقیق 

اینن  نتایج این تحقیق با  و این تالاب جداسازی شداز دوست 
 سننیلیوم هننالوتولرنسپنننیامننا گونننه شننباهت دارد پننژوهش 

قبلننی محققننان  هننایهدر مطالعننجداشننده در تحقیننق مننا  
-مشنخص منی  با نگاهی به مقاله فنوق   .شناسایی نشده است

هنا را جداسنازی   که این محققان از تالاب نمکنی گوننه   شود
بیننی  ها پنیش جداسازی این گونه اند که امکان حضور وکرده
تواننند در شنرایط   میها که آیا این گونهاز طرفی این شد.می

در مقالنه   هرگنز شرایط معمولی هم زنندگی کننند    اسیدی و
 .(1)ه است گرفتن مورد پژوهش قرار

بنرای   سنیلیوم هنالوتولرنس  پننی گوننه   ابتدا این پژوهش در
اولین بار در سطح جهان از محیط غیرنمکی جداسازی شنده  

انجنام   جداسازی از خاک پنارک جنگلنی   این چنینهم است.
زیسننت بننرای   یمعمولبسننیار، کننه شننرایط  شننده اسننت 
این سنویه   مولکولیها را دارد و بعد از بررسی میکروارگانیسم

گوننه در   اینن   . پنس از بررسنی  بومی شناسنایی شنده اسنت   
در  پتیتودکسنتروزآگار  آزمایشگاه در محیط کشنت معمنولی  

محیط کشت نمکی رشند مناسنبی داشنته و تولیند     قیاس با 
از بوده اسنت کنه اینن امنر      آنزیم لیپاز و سلولاز کننده قوی
این تحقیق برای اولنین  در  است و این قارچ ارزشمندمزایای 

هنای  همکاران بنر روی گوننه   و لاری پور .شده است بیان بار
اثبنات   بنومی کنار کردنند و   ننایجر   سلیوم وآسنپرژیلوس پنی

لیتینوم  ها توانند با ترشح انواع آنزیمها میکردند که این گونه
 .(1) نمایند داسازیجکامپیوتری  هایهقطعرا از 

Richa سیلیوم پنی در تحقیقی 2017 سال در همکاران و
-جداسازی کرد واز این قارچ بهرا از مناطق سرد  هالوتولرنس

اسید  عنوان یک قارچ سرما دوست و تولید کننده لینولئیک
ارتفاع  ،Drasهای جدا شده از نمونه خاک میکروبیاد کرد. 

-منطقه در تپه فوت( و دمای زیر صفر 12000زیاد )حدود 
. ه استشد جدا های شیوالیک در شمال غربی هیمالیا، هند

را برای تولید آنزیم قارچ  این سازگاریاین تحقیق نتایج 
. دهدها در دمای پایین نشان میلیپاز برای تجزیه چربی

تولید لیپاز  تحقیق هم سازگاری قارچ و های اینطبق بررسی
تحقیق با  نشان داده شده است که از این جهت نتایج هر دو

 .(13)هم شباهت دارد 

هنا جهنت   در تحقیقات مختلف بسنیاری از میکروارگانیسنم  
اند، امنا گوننه معرفنی شنده در اینن      تولید آنزیم معرفی شده

که برای اولنین بنار از پنارک     سیلیوم هالوتولرنسپنی تحقیق
-بهیننه  برای اولنین بنار تولیند و    جنگلی در ایران جداشده و

سازی تولید آنزیم در سطح دنیا بر روی آن انجام شده است، 
-تواند در غلظنت  دوست اختیاری است که مییک گونه نمک

شنرایط تولیند آننزیم    قلینایی در    pHهای بالای نمنک و در 
تنری  پایداری خود را حفظ نماید و حتی میزان آننزیم بنیش  

اینن قنارچ بنا     دهند نتایج آزمایشگاهی نشان می .تولید نماید
هننای شننرایط فرمننانتور بسننیار سننازگاری دارد و مکانیسننم  

پاینداری قنارچ   هنای نمکنی بنه    سازگاری این قارچ با محیط
-هبن ، این قارچ نمک دوست اختیاری .نمایدمی کمک شایانی
دوست بودن مقاومت زیادی در شرایط صنعتی در دلیل نمک

دوسنت  به سب  نمنک و  تانک تخمیر جهت تولید آنزیم دارد
پایندار   اسیدیته زیادی را تحمل کرده و رنج حرارتی و، بودن
. از اسنت یک قارچ صننعتی   ترین خصوصیتمکه مه ماندمی

هنایی بنا   از محنیط  هعمند طنور  بهدوست ی نمکطرفی قارچ
ولی در این شوند درصد نمک جداسازی می 20ی غلظت بالا

های جنگلی سنطح  تحقیق جداسازی این قارچ از خاک پارک
 شود.تهران انجام شد که موفقیت بزرگی محسوب می

 گیرینتیجه
سهولت کشت، سنازگاری بنا   بومی بودن، در دسترس بودن، 

هوایی ایران، سازگاری با شنرایط هنایپر تولیند     شرایط آب و
 و آنزیم در تاننک تخمینر )تحمنل نمنک، دمنای پنایین و...(      

از مزاینای انجنام اینن     تولید مقادیر زیاد آنزیم  پایداری آنزیم،
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 سیلیوم هالوتولرنسپنی قارچ مناس  کشتطرح است. توان 
لیننوفلیزه ث و تیتودکسننتروزبرادر محننیط کشننت معمننولی پ

عننوان  همنظور نگهداری طولانی مدت قنارچ بن  کردن قارچ به
بر روی  تولید آنزیم سلولاز، یک منبع مهم تولید کننده آنزیم

ولید ت، رایعات لیگنوسلولوزیاستفاده مانند  های بلاسوبسترا
رنایعات پوسنت مینوه شنامل پوسنت       بر روی آنزیم پکتیناز

تولیند آننزیم   و مرکبات دریافتی از کارخانجات منواد غنذایی   
هنای روغننی کارخانجنات    تفالنه های بنر روی سوبسنترا   لیپاز
تواننند بسنیار   منی کشی شده مال تفاله روغنن زیتنون   روغن

آننزیم  ارزان تمام شود که از مزایای دیگر اینن طنرح اسنت.    
 تولیند  آننزیم لیپناز در   ویع غنذایی  سلولاز در صنا و پکتیناز
 نتیجننه در .کنناربرد داردآرایشنی   ، داروهنا ومننواد هنناشنوینده 

کمک ها سازی تولید آنها و بهینهشناسایی منابع بومی قارچ
 د. کشور دارخودکفایی  شایانی به اقتصاد و

 سپاسگزاری
نویسندگان این مقاله مرات  قدرانی خود را از دانشگاه آزاد 

 د. ندارواحد تهران شمال اعلام میاسلامی 

 میزان مشارکت و همکاری 
ها و محدثه لاری پور ایده و پروتکل اصلی، آنالیز دادهدکتر 

را مقاله نگارش مقاله و بازنگری  مطالعه مفهوم و طراحی و
ریحانه جوانشیرکارهای آزمایشگاهی را انجام خانم ارائه داد و 

افزار تاگوچی کمک نرم دپیشبردکتر مهرداد آذین در  داد و
 کرد. 

 تضاد منافع
 .هیچ گونه تضاد منافعی در این تحقیق وجود ندارد
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