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افزايش توليد آنزيم سلولاز از طريق  جهت  Trichoderma reeseiبهينه سازي قارچ 
  Mutation & Selectionتكنيك 

  2نسرين معظمي و 1،*راضيه نظري

  گروه ميكروبيولوژي، دانشكده علوم قم، دانشگاه آزاد اسلامي واحد قم، 1
  ژيكنولودپارتمان بيوت ن پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران ،سازما تهران، 2

  16/12/91: تاريخ پذيرش  25/5/89: تاريخ دريافت

  چكيده

تحت شرايط ي سلولازي آنزيمهاتوليد  به منظوررگانيسم سلولولتيك مي باشد كه يك ميكروا  Trichoderma reesei قارچ 
و موتاژن  NTGايي بعد از چندين مرحله جهش با موتاژن شيميدر اين تحقيق، . مورد استفاده قرار مي گيردتخمير غوطه ور 

آمد كه  به دست 6A: 2نام ه تيك كارآمد بلي، يك سويه سلولواز اين قارچبررسي شده  كلوني 6500از مجموع  ، uvفيزيكي 
 و )درصد بيشتر از تيپ وحشي U/ml 26/1 )130كاناز توسط اين سويه در روز چهارم حداكثر ميزان توليد آنزيم اگزوكلو

  . بود )درصد بيشتر از تيپ وحشي U/ml 82/0 )156اندوگلوكاناز در روز چهارم حداكثر ميزان توليد آنزيم 

  Trichoderma reeseiي سويه، جهش، سلولاز، بهينه ساز: كليدي واژه هاي

  nazari9465@hotmail.com :پست الكترونيكي،   0251-6629807 :تلفن ،ولئنويسنده مس* 

  مقدمه 
درات ترين كربوهي ين و ارزانفراوان ترسلولز به عنوان 

واجد يك زنجيره خطي از  قابل تجزيه در طبيعت،
ي باشد و م  1 (β 4(ي گلوكز با پيوندهاي مولكولها

انرژي و كربن جهت توليد فرآورده  تواند به عنوان منبع مي
ي گلوكزي و نيز پروتئين شربتهاهاي مفيدي نظير سلولاز ، 

ستفاده قرار مورد ا) Single  cell  protein (تك  ياخته 
در توليد اتانول و گلوكز  سلولوليتيكي آنزيمها. )15(گيرد

همچنين سلولاز در صنايع . مي روند به كاراز مواد سلولزي 
نساجي، پودر هاي شوينده، آزمايشگاههاي تحقيقاتي و 

صنايع  ميوه ها در همراه با پكتيناز ها در شفاف سازي آب
هيدروليز  .)20و  19، 13( دمي رو به كارميوه  تهيه آب
، آنزيمهاي حداقل سه گروه از تسژيبه عمل سينر سلولز ،

 )  1 4(اگزو  ،) EC.3.2.1.4(لوكانازگ β )  1 4(اندو 
β  گلوكاناز )EC.3.2.1.91  ( وβ از ـ گلوكوزيد

)EC.3.2.1.21  (ترايي با نياز دارد كه در ويژگي سوبس
  .)5( يكديگر متفاوت مي باشند

  1 ( β 4(ي سلولز، ابتدا آنزيم اندو در تجزيه آنزيم
هاي سلولز اثر كرده و  نواحي بي شكل رشتهروي  گلوكاناز

  1 ( β 4(ير احياكننده براي فعاليت اگزوانتهاهاي غ
  1 ( β 4(در مرحله بعد،  اگزو. گلوكاناز فراهم مي كند

گلوكاناز با جداسازي واحد هاي سلوبيوز از انتهاهاي غير 
 آنزيمسپس . نواحي كريستالي را تجزيه مي كند ،احياكننده

β  ـ گلوكوزيداز، سلوبيوز را به واحد هاي گلوكز هيروليز
  . )12و  4، 1(مي كند

توسط ميكروارگانيسم هاي مختلفي  ي سلولوليتيكآنزيمها
. ت ها توليد مي شوديواز دسته پروكاريوت ها و يوكار

وليد آنزيم و تعدادي از قارچها تنها قادر به ت باكتريها
ناقص هيدروليز  به طورسلولز را و بوده  اندوگلوكاناز
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تنها تعداد كمي از قارچها قادر به . )18و  17(نمايند مي
ده و به عنوان قارچهاي توليد هر سه كلاس آنزيم سلولاز بو

ين مهم تريكي از . رفي مي گردندسلولوليتيك كارآمد مع
است  Trichoderma  reesei قارچي سلولوليتيك قارچها

كمپلكس  يكي از برترين توليد كنندگانبه عنوان كه 
. )2(سلولازي در تحقيقات مختلف شناخته شده است

در  اين قارچ به صورت  ي سلولوليتيكآنزيمهاسيستم 
 ) 1 4(خارج سلولي بوده و واجد حداقل سه نوع اندو 

β  گلوكاناز)EG IP-III  ( ،  دو نوع اگزو)4  1( β 
ـ گلوكوزيداز  βو همچنين )  CBH I , CBH II (گلوكاناز 

مؤثر كريستال سلولز را با همكاري  به طورمي باشد كه 
  .)14و  2( يكديگر تجزيه مي نمايند

با )  (Mutation  and  Selectionدر اين تحقيق تكنيك 
و موتاژن فيزيكي  NTGاستفاده از تركيب موتاژن شيميايي 

uv مورد بررسي قرار لولازهت افزايش توليد آنزيم س، ج ،
 .رفتگ

  روشهامواد و 
ارگانيسم مورد استفاده در اين تحقيق ، قارچ : ارگانيسم

Trichoderma  reesei   آمپول  به صورتمي باشد كه
ي سازمان باكتريهاو  قارچهالئوفيليزه از كلكسيون 

تهيه  PTCC 5142كد  صنعتي ايران با و ي علميپژوهشها
   .شده است

 ازT. reesei PTCC 5142  نگهداري سويهجهت رشد و 
  . استفاده شد )Potato dextrose agar (PDA )2(محيط 

توليد  يي باموتانتهاآوردن  به دستبراي : جهش و انتخاب
. شدآنزيم سلولاز از تكنيك جهش تركيبي استفاده بيشتر 

و  NTGشيميايي  يجهشزادر اين تكنيك از تركيب 
در اين روش ابتدا . گرديداستفاده  uvفيزيكي  يجهشزا
مال سالين استريل از محيط كشت سويه نرمحلول توسط 

اسپوري  تهيه  سوسپانسيون  T. reesei PTCC 5142والد 
ml/، رقت  و  پس  از  حذف  سيليومها شد

آن  از 10 7

انسيون اسپوري با حجم سپس اين سوسپ. تهيه گرديد
وژ شده و به رسوب اسپوري حجم فييمشخص سانتر

پودر  g 01/0(  درصد NTG 05/0شخصي از محلول م
NTG  درml 20 با فر   Tris HCL M 05/0 ، 4/9  pH (

 37دماي  ه و در شيكر انكوباتور بااضافه و ورتكس گرديد
ساعت ،  5پس از گذشت . قرار داده شد درجه سلسيوس

 وژ شده و رسوب اسپوريو اسپورها سانتريف  NTGمخلوط 
ل سالين شستشو گرديد و در مانربا  NTGجهت حذف 

، در محيط  NTGنهايت سوسپانسيون اسپور تيمار شده با 
 10، 9(تغيير يافته) 16(نمكهاي وگلز واجد سيون پايه موتا

 w/v 1/0)(، سلوبيوز درصد w/v 1)( به همراه) 17و 
 Triton X100 ،)(w/v 05/0 درصد 2/0 (v/v)پپتون،  درصد
تلقيح شده و پس از ر آگا درصد 2 (w/v)كافئين و درصد

پخش توسط ميله شيشه اي سركج ، در زير هود شيميايي 
به مدت )  nm 254( واتي  uv 30لامپ  cm 23از فاصله 

پليت هاي . قرار گرفت uvثانيه در معرض تابش پرتو  75
، با رعايت كامل شرايط تاريكي به  uvتابش يافته با پرتو 

 .د انكوبه شدنددرجه سانتي گرا 28روز در دماي  6مدت 
ورت سيون، به صي رشد يافته در محيط پايه موتاكلونيها
  PDAخالص سازي در محيط به منظور انتخاب و  تصادفي
صورت به  )+PDA C( كافئين درصد w/v 05/0)( واجد

 ي خالص دركلونيهامرحله بعد  در. خطي كشت داده شد
ري و جهت بررسي ميزان نگهدا  +PDA Cاسلنت هاي 

  .سلولاز مورد آزمايش قرار گرفتند نزيمتوليد آ

ميزان توليد : ي سلولازيآنزيمهاتوليد و سنجش فعاليت 
توسط سويه  والد و سويه هاي موتانت  ي سلولازآنزيمها

 مندل واجد  يافته  تغيير غوطه ور در محيط  به صورت
)(w/w 2 پودر  درصد(PCSP) Powdered corn steep 

liquor ، )(w/w 1 رو كريستالين سلولز وميك درصد)(v/v 
مورد  )8(در محلول نمكي مندل TritonX 100 درصد 1/0

 ml 50واجد  ml 250ي فلاسكها. بررسي قرار گرفت
از سوسپانسيون اسپوري  ml 1محيط تغيير يافته مندل با 

ml / 6 10  روز در  8فاقد ميسليوم تلقيح شده و به مدت
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ر با دور در شيكر انكوباتوسلسيوس درجه  28دماي 
rpm/min 170 گرماگذاري شد.   

زوگلوكاناز ي اندوگلوكاناز و اگآنزيمهااليت براي تعيين فع
كه علت آن دقت بالا،  استفاده شد) 8(از روش مندل 

  ).8(سادگي و مقرون به صرفه بودن روش مي باشد

ذ در اين روش براي تعيين فعاليت اگزوگلوكاناز از كاغ 
، و براي تعيين  اترسوان سوببه عن 1صافي واتمن شماره 

به )  CMC( كربوكسي متيل سلولز فعاليت اندوگلوكاناز از
براي تعيين فعاليت آنزيم در  .استفاده شد اترسبعنوان سو
دي نيترو ساليسيليك اسيد جهت تعيين  معرفاز اين روش 

اين . قند هاي احيا شده حاصل از فعاليت آنزيم استفاده شد
ي احيا شده، بر حسب غلظت قند از معرف در برابر قند ها

در نهايت جذب لوله  .زرد به قهوه اي تغيير رنگ مي دهد
خوانده شده و اختلاف جذب نانومتر  550در طول موج 

منحني استاندارد بين لوله هاي شاهد و تست در رابطه با 
گلوكز تعيين گرديد كه مقدار آن برابر با ميلي گرم قند آزاد 

محلول آنزيمي در مدت زمان  ml 5/0 كرد شده در اثر عمل
  .)8(مشخص انكوباسيون مي باشد

ميلي گرم گلوكز توليد  به صورتزوگلوكانازي فعاليت اگ
ميلي گرم  50محلول آنزيمي با  ml 5/0شده از مخلوط 

 pH 8/4 بافر سيترات ml 1در  1كاغذ صافي واتمن شماره 
 1به مدت  سلسيوسدرجه   50و گرماگذاري در دماي 

به صورت فعاليت اندوگلوكانازي  .ديگرد تعريف اعتس
محلول  ml 5/0 شده از مخلوط ميلي گرم گلوكز آزاد

 درصد 1 كربوكسي متيل سلولز محلول ml   5/0  آنزيمي با
)(w/v 8/4فر سيترات در با  pH  50و گرماگذاري در دماي 

   .دتعريف ش دقيقه 30به مدت سلسيوس درجه 

زوگلوكاناز و اندوگلوكاناز توسط گاي آنزيمهاميزان توليد 
ساعت يكبار در  24سويه والد و سويه هاي موتانت هر 

  .  ساعت مورد بررسي قرار گرفت 24- 192فاصله زماني 

پس از ورود داده ها در نرم افزار : تجزيه و تحليل آماري
SPSS  فراواني مطلق و نسبي متغيرهاي مختلف محاسبه
به سه تايي برخي متغيرها ز تكرار نتايج حاصل ا. گرديد
  . ميانگين گزارش شد صورت

  نتايج
: تحت شرايط تخمير غوطه ور ي سلولازآنزيمهاتوليد 

ي سلولازي توسط والد آنزيمهاجهت بررسي ميزان توليد 
T. reesei PTCC 5142   در ابتداي تحقيق از محيط مندل
، در محيط مندل. نزيم ، استفاده شدبه عنوان محيط توليد آ

اكثر ميزان توليد هر دو كلاس آنزيمي اگزوكلوناز و حد
به مشاهده مي شود كه ) h 168(اندوگلوكاناز در روز هفتم 

سپس با  .)1شكل (بود U/ml 29/0و U/ml 46/0 ترتيب
محيط  به نامكار بر روي محيط توليد آنزيم، محيط توليدي 

تغيير يافته مندل طراحي گرديد و جهت بررسي ميزان توليد 
 T. reesei PTCCي سلولازي توسط سويه والد يمهاآنز

در محيط تغيير يافته . گرفت مورد استفاده قرار  5142
، حداكثر ميزان توليد هر دو كلاس آنزيمي مندل

)  h96 (  وگلوكاناز و اندوگلوكاناز در روز چهارمگزا
 U/ml 32/0و  U/ml 55/0 به ترتيبمشاهده مي شود كه 

هارم تا روز هفتم ، ميزان توليد و پس از روز چ مي باشد
آنزيم روند كاهشي دارد، اما در روز هفتم ميزان توليد آنزيم 

زوگلوكاناز به ميزان جزئي افزايش مي يابد و پيك گا
كوچكي از توليد در منحني مشاهده مي شود كه اين توليد 

 . )1شكل (مي باشد U/ml 44/0به ميزان 

ي آنزيمهاليد انتخاب سويه هاي موتانت و بررسي تو
آوردن  به دستدر اين تحقيق براي : سلولازي در آنها

يي با افزايش توليد آنزيم سلولاز، از تكنيك جهش موتانتها
از . استفاده شد uvو  NTGي موتاژنهاتركيبي با استفاده از 

 130 ،بررسي شده دراين تحقيق كلوني 6500 مجموع
 130 در ميان. تصادفي انتخاب گرديد به صورت كلوني
ي ويژگيهاانتخاب شده تنوعات زيادي از لحاظ  كلوني

ميزان توليد اسپور در برخي . مشاهده گرديدمرفولوژيكي 
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به شدت كاهش و  C20و  D12 ،D15 ،B38سويه ها نظير 
به شدت  B14و  D10 ،D28در برخي سويه ها نظير 

رنگ اسپور ها در برخي سويه ها از رنگ . افزايش يافته بود
. ي سفيد، زرد و قهوه اي تغيير يافته بودگهارنبه  سبز

سويه انتخاب شده، جهت بررسي ميزان توليد  130تمامي 
سلولاز در محيط تغيير يافته مندل كشت داده ي آنزيمها
لازم به ذكر است كه در اين مرحله براي تمامي . شدند

ي آنزيمهاتكرار در نظر گرفته شد و ميزان توليد  3سويه ها 
قرار  ساعت مورد بررسي 72-120ي مانهازسلولاز در 

ي كه توليد آنزيم سلولاز در آنها ياز ميان سويه ها. گرفت

سويه به عنوان  10 نسبت به سويه والد افزايش يافته بود،
سويه هاي موتانت انتخاب و پس از كشت در محيط تغيير 

ي سلولازي در آنها در آنزيمهايافته مندل،  ميزان توليد 
ساعت يكبار مورد  24ساعت هر  24- 192فواصل زماني
كه در ميان سويه هاي  نتايج نشان داد. گرفتبررسي قرار 

بالاترين ميزان  6A: 2موتانت بررسي شده، سويه موتانت 
توليد آنزيمهاي اگزوگلوكاناز و اندوگلوكاناز را نسبت به 

، بنابراين نشان مي داد T. reesei PTCC 5142 والدسويه 
به عنوان بهترين سويه موتانت  6A :2سويه موتانت 

  .)1جدول (انتخاب و معرفي گرديد
 

سويه موتانت انتخابي در محيط  10و   T. reesei PTCC 5142 ي اگزوگلوكاناز و اندوگلوكاناز توسط سويه والدآنزيمهاتوليد  ميزان -1جدول 
  ) MMM(تغيير يافته مندل 

درصد افزايش 
 اندوگلوكاناز

افزايشدرصد اندوگلوكاناز
 اگزوگلوكاناز

 سويه اگزوگلوكاناز
 

- 32./  - 55/0 PTCC 5142 

156%  82./  130%  26/1  2  :6 A 

- 32./  112%  17/1  D17 
- 32./  101%  11/1  A28 

37%  44./  85%  02/1  D22 

28%  41./  79%  97./  E32 

9%  35./  61%  89./  C25 

62%  52./  60%  88./  B16 

9%  35./  54%  85./  D33 

46%  47./  43%  79./  B5 

- 32./  32%  73./  D18 

 
 6A: 2سويه موتانت ي مرفولوژيكي ويژگيهابا بررسي 

 T. reesei PTCC 5142تغييراتي نسبت به سويه والد 
موتانت ي سويه كلونيهاسطح  به طوري كهمشاهده گرديد، 

2 :6A  روي محيطPDA   حالي كهظاهري تخت دارد در 
در . رآمده ايجاد مي كندي بكلونيهاسويه والد در اين محيط 

اسپور دهي توسط سويه موتانت نسبت به  انضمن ميز
ي آنزيمهاميزان توليد . ته استسويه والد كاهش ياف

 6A: 2اگزوگلوكاناز و اندوگلوكاناز توسط سويه موتانت 

ساعت يكبار مورد  24ساعت هر  24- 192در فواصل زماني
 هد كه حداكثر ميزاننتايج نشان مي د. بررسي قرار گرفت

در روز  A 6:  2كاناز توسط سويه توليد آنزيم اگزوكلو
و حداكثر ميزان توليد آنزيم  U/ml 26/1چهارم 

 U/ml 82/0اندوگلوكاناز توسط اين سويه در روز چهارم 
  ).2شكل (مي باشد
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  بحث
فراوان ترين و ارزان ترين ماده آلي كه سلولز  آنجايياز 

مي باشد، مي تواند به عنوان بهترين قابل تجزيه در طبيعت 
ماده براي توليد انرژي و غذا و مواد شيميايي مورد نياز 

بايد ابتدا از  اين صورتانسان در نظر گرفته شود كه در 
وكز و سپس به گل طريق هيدروليز توسط آنزيم سلولاز

  .)15و  11( ساير مواد تبديل گردد
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و )  MM(در محيط مندل    T. reesei PTCC 5142 ي اگزوگلوكاناز و اندوگلوكاناز توسط سويه والديمهاآنزمقايسه منحنيهاي توليد  - 1شكل 

  ) MMM(محيط تغيير يافته مندل 
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در  A 6:  2و سويه موتانت    T. reesei PTCC 5142 ي اگزوگلوكاناز و اندوگلوكاناز توسط سويه والدآنزيمهامقايسه منحنيهاي توليد  -2شكل 

  حيط تغيير يافته مندلم
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ميكروارگانيسم هاي سلولوليتيك تنها تعداد كمي از در ميان 

. آنها  قادر به توليد هر سه كلاس آنزيم سلولاز مي باشند
ين ميكروارگانيسم هاي سلولوليتيك كه مهم تريكي از 

 ، قارچسايرين مورد توجه قرار گرفته استبيشتر از 
Trichoderma  reesei وليد هر سه ه قادر به تمي باشد ك
رج سلولي بوده و خا به صورتكلاس آنزيم سلولاز 

ي زيادي از هر گروه نيز توليد آنزيمهاهمچنين ايزو 
در اين تحقيق از اين قارچ استفاده  اين روكند و از  مي

  .)2(گرديد

بررسي ميزان توليد دو كلاس آنزيمي اگزوگلوكاناز و 
در   T. reesei PTCC 5142اندوگلوكاناز توسط سويه والد 

ميزان توليد هر  مندل نشان مي دهد كه در اين محيطمحيط 
دو كلاس آنزيمي اگزوكلوناز و اندوگلوكاناز از  روز اول تا 

در روز هفتم  به طوري كهروند افزايشي داشته روز هفتم 
)h 168(  حداكثر ميزان توليد هر دو كلاس آنزيمي

 به ترتيبمي شود كه  ندوگلوكاناز مشاهدهاگزوكلوناز و ا
U/ml 46./  وU/ml 29 ./بعد از روز هفتم ميزان . مي باشد

به علت كمبود مواد  ت كه احتمالاًتوليد كاهش يافته اس
ي آنزيمهادر نتيجه تجزيه ذايي بالاخص منابع كربني و غ

مين رشد أتوسط پروتئاز ها و مصرف آن به منظور ت سلولاز
نتايج گزارش شده توسط نتايج مذكور با . سلول مي باشد

در محيط تغيير يافته . )8(مندل و همكارانش مطابقت دارد
مندل ، ميزان توليد هر دو كلاس آنزيمي اگزوكلوناز و 
اندوگلوكاناز از  روز اول تا روز چهارم روند افزايشي 

حداكثر ميزان )  h96 ( در روز چهارم  به طوري كهداشته 
ندوگلوكاناز وكاناز و اتوليد هر دو كلاس آنزيمي اكروگل

 U/ml 32/0و  U/ml 55/0 به ترتيبمشاهده مي شود كه 
با مقايسه منحني توليد هر دو كلاس آنزيمي . مي باشد

 T. reesei اكزوگلوكاناز و اندوگلوكاناز توسط سويه والد

PTCC 5142  در محيط مندل و محيط تغيير يافته مندل در
ي سلولازي اآنزيمهمشخص مي شود كه سرعت ) 1(شكل 

در محيط تغيير يافته مندل نسبت به محيط مندل افزايش 

حداكثر ميزان توليد آنزيم از روز هفتم  طوري كهبه داشته ، 
در محيط مندل به روز چهارم در محيط تغيير يافته مندل 

ي آنزيمهااز طرف ديگر ميزان توليد . كاهش مي يابد
يافته مندل  زوگلوكاناز و اندوگلوكاناز در محيط تغييرگا

 10و  درصد 19افزايش  به ترتيبنسبت به محيط مندل 
كاهش زمان تخمير  آنجائي كهاز . را نشان مي دهد درصد

در صنعت به دليل كاهش هزينه هاي مصرفي در هر پروسه 
تخمير ، فاكتور بسيار مهمي در توليد محسوب مي شود، 
محيط تغيير يافته مندل نسبت به محيط مندل برتري 

يابد و در اين تحقيق به عنوان محيط توليد آنزيم معرفي  مي
ي سلولازي آنزيمهاو جهت بررسي ميزان توليد شده 

و سويه هاي  T. reesei PTCC 5142توسط سويه والد 
  .موتانت مورد استفاده قرار مي گيرد

جهش، برنامه بهينه  كارآييدر اين تحقيق جهت افزايش 
از طريق تيمار  T. reesei PTCC 5142 سازي سويه والد 

 ي شيمياييجهشزاو   uvي فيزيكي پرتو جهشزا دو گانه با 

NTG با استفاده از تكنيك جهش تركيبي، از . انجام گرفت
رشد يافته در محيط پايه موتاسيون  كلوني 6500مجموع 

به صورت تصادفي بر  كلوني 130طي چند مرحله جهش، 
 ن توليدي مرفولوژيكي انتخاب و ميزاويژگيهااساس 
 .ي سلولازي در تمامي آنها مورد بررسي قرار گرفتآنزيمها

ي سلولازي در آنزيمهااز ميان سويه هايي كه ميزان توليد 
افزايش  T. reesei PTCC 5142آنها نسبت به سويه والد 

ان سويه موتانت انتخاب و در وسويه به عن 10يافته بود، 
توليد  ميزان. محيط تغيير يافته مندل كشت داده شد

در فواصل  ي سلولازي در تمامي سويه هاآنزيمها
رسي ساعت يكبار مورد بر 24ساعت هر  24- 192زماني

كه در ميان سويه هاي موتانت  نتايج نشان داد. قرار گرفت
بالاترين ميزان توليد  6A: 2، سويه موتانت بررسي شده

ي اكزوگلوكاناز و اندوگلوكاناز را نسبت به سويه آنزيمها
نشان مي دهد و بنابراين به    T. reesei PTCC 5142والد 

 .عنوان بهترين سويه موتانت انتخاب و معرفي گرديد
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و كلاس   آنزيمي   اكزوگلوكاناز توليد هر  د  ميزان مقايسه
و  T. reesei PTCC 5142سويه والدو اندوگلوكاناز توسط 

 2شكل ( در محيط تغيير يافته مندل  A 6:  2سويه موتانت 
ي اكزوگلوكاناز و آنزيمهاكه ميزان توليد  نشان داد )

ه سويه نسبت ب A 6:  2كاناز توسط سويه موتانت اندوگلو
 156و  درصد 130 به ترتيب T. reesei PTCC 5142 والد

  .استافزايش يافته  درصد
Farkas و Labudova  با جهش بر روي سويه QM9414 

T. reesei ژن فيزيكي از طريق تيمار دو گانه با موتاUV  و
دست آوردند كه سويه موتانتي را به  NTGموتاژن شيميايي 

كاناز در اين ي اكزوگلوكاناز و اندوگلوآنزيمهاميزان توليد 
درصد افزايش يافته  100والد  سويه نسبت به سويه

  ).7،6،2(بود

با جهش بر روي  Daginawalaو  Gadgilاز طرف ديگر 
تيمار دو گانه با  از طريق QM9414 T. reesei سويه 

و تركيب شيميايي نيتريت سديم سويه  UVموتاژن فيزيكي 

ميزان توليد آنزيم  موتانتي را به دست آوردند كه 
و  درصد 50اكزوگلوكاناز در اين سويه نسبت به سويه والد 

كاناز در اين سويه نسبت به سويه اندوگلو ميزان توليد آنزيم
  .)3(درصد افزايش يافته بود 80والد 

با مقايسه نتايج تحقيق كنوني با نتايج حاصل از تحقيقات 
نسبت  A 6:  2مذكور مشخص مي گردد كه سويه موتانت 

به سويه هاي موتانت ايجاد شده از لحاظ درصد افزايش 
كاناز نسبت به سويه گلوي اكزوگلوكاناز و اندوآنزيمهاتوليد 
  .رفته برتري دارد به كاروالد 

و  به تغيير محيط كشت توليد آنزيم  با تلفيق نتايج مربوط
دو  يق، نهايتاً در اين تحقنتايج مربوط به مرحله جهش

افزايش توليد آنزيم  نتيجه مهم كاهش زمان تخمير و
هزينه هاي  مصرفي به دليل كاهش  سلولاز حاصل شد كه

، در  توليد صنعتي آنزيم بسيار مهم در پروسه تخمير
  .باشند مي
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Preparation of mutants of Trichoderma reesei PTCC 5142 with 
increased production of cellulase 
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Abstract 

The aim of this study was a strain – improvement program for Trichoderma reesei 
PTCC 5142 by using a combination of UV light and NTG (N-methyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine) for enhanced cellulase production. Following mutagenesis after 
several rounds, mutant A6: 2 was selected from a total of 6500 colonies. Results 
obtained after 4 days were: Enzyme activity 1.26 U/ml and 0.82 U/ml for exoglucanase 
and endoglucanase, respectively. The comparative results showed increased production 
exoglucanase and endoglucanase by mutant A6: 2 than Trichoderma reesei PTCC 5142 
to amount 130% for exoglucanase and 156% for endoglucanase. 

Keywords: Cellulase; Mutation; Strain improvement; Trichoderma reesei 

 


