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  صالح شهابي وند و ، سميه كياني، فرشته تقوي*رضايي پريسا فتحي
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  19/1/98: تاريخ پذيرش  13/8/97: تاريخ دريافت
  چكيده

- كنند و بهتر نظير اسيدگالاكتورونيك تجزيه ميهاي سادهمولكول ا بهها، پكتين رپكتينازها بهعنوان يك گروه بزرگ از آنزيم

امروزه ضايعات فراوان صنايع كشاورزي و فرآوري ميوه شامل . شوندها توليد ميطورگسترده توسط بسياري از ميكروارگانيسم
بكار ها از توسط بسياري از ميكروارگانيسمعنوان منابع غني از پكتين براي القاء توليد پكتينتفاله چغندرقند، سيب و مركبات به

به روش طراحي آزمايش از تفاله چغندرقند  پريفورموسپورا اينديكاتوليد پكتيناز قارچ  سازيبهينههدف اين پروژه . شوندبرده مي
توده و توليد ر حاوي تفاله چغندرقند كشت داده شد، سپس ميزان زيستدر محيط كشت كافپريفورموسپورا اينديكا . بود تاگوچي

توده و براساس نتايج، بيشينه توليد زيست .گيري گرديداسپور قارچ، فعاليت آنزيمي و پروتئين محلول به مدت ده روز اندازه
- علاوه بر اين اثر غلظت. گيري شدليتر اندازهواحد در ميلي 8/3گرم در ليتر و  125/6ترتيب آنزيم در روز ششم پس از تلقيح به

براساس نتايج، . پارامترهايي مانند گلوكز و سولفات آمونيوم به تنهايي و نيز اثر متقابل آنها مورد بررسي قرار گرفتهاي مختلف 
با تفاله چغندرقند موجب كاهش فعاليت آنها با افزايش غلظت آنها به تنهايي فعاليت آنزيمي روند افزايشي نشان داد اما اثر متقابل 

در مجموع . برابر شرايط غير بهينه بود 5/2ليتر رسيد كه واحد در ميلي 35/8ا روش تاگوچي به فعاليت آنزيمي ب. آنزيمي شد
عنوان سوبستراي مناسب و ارزان قيمت علاوه بر ارزش اقتصادي، به از تفاله چغندرقندپريفورموسپورا اينديكا توليد پكتيناز توسط 

  .شودموجب كاهش آلودگي زيست محيطي نيز مي

  پكتيناز، تفاله چغندرقند، ضايعات كشاورزي پريفورموسپورا اينديكا، :كليديهاي واژه

  parisafathirezaei@gmail.com :يونيكلكتراپست ، 041-37273060: تلفن ،لمسئو هنويسند *

  قدمهم
ضايعات كشاورزي به مقدار انبوهي در سراسر جهان توليد 

توانند شوند و حاوي مواد ليگنوسلولزي هستند كه ميمي
هاي هاي ثانويه، سوختدر توليد اسيدهاي آلي، متابوليت

علت به چنينهم .ها استفاده شوندفسيلي و توليد آنزيم
اي قابل عنوان سوبسترتوانند بهمحتواي پكتين بالا مي

. كار رونددسترس و ارزان قيمت براي توليد پكتيناز به
بنابراين استفاده از ضايعات كشاورزي علاوه بر كاهش 

هاي توليد، باعث كاهش آلودگي محيط زيست نيز هزينه
 .)19( خواهد شد

چغندرقند همراه با نيشكر منبع اصلي توليد قند در سراسر 
رده در اروپا، شمال و طورگسترود و بهشمار ميدنيا  به

هايي از شمال آفريقا كشت جنوب آمريكا، آسيا و بخش
پس از استخراج قند، تفاله باقيمانده داراي مقدار . شودمي

عنوان يك منبع فيبر و انرژي در قند ناچيزي است، اما به
درصد  20درصد پكتين،  7/28تفاله از . باشددسترس مي

 4/4درصد  پروتئين،  9درصد همي سلولز،  5/17سلولز، 
درصد خاكستر  1/5درصد چربي،  2/1درصد  ليگنين، 

كه محتواي پكتين آنجائي از. )33و 3( ستاتشكيل شده 
هاي تواند براي توليد ميكروبي آنزيمتفاله بالا است مي

باي و همكاران از تفاله . كننده پكتين بكار برده شودتجزيه
 قاي توليد پكتيناز توسطعنوان ماده خام براي الچغندرقند به

 Aspergillus nigerلي و همكاران تفاله  انداستفاده كرده
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عنوان منبع كربن و همچنين القاءكننده چغندر قند را به
 Bacillusتوليد پكتيناز قليايي خارج سلولي بوسيله 

gibsoni تفاله ). 6( كار بردندتحت شرايط تخمير جامد به
وراك دام، توليد گازهاي چغندر قند عمدتاً در تهيه خ

از  ااخير. كاربرد دارد زيستي، پروتئين تك سلولي و وانيلين
تفاله چغندرقند براي جذب مواد رنگي از آب استفاده شده 

عنوان استفاده از اين مواد جانبي صنايع توليد قند، به. است
اي ارزان قيمت و قابل دسترس براي توليد مواد پيش ماده

الا، باعث كاهش آلودگي محيط زيست نيز با ارزش افزوده ب
  ).30، 22 ،12، 5، 4(خواهد شد 

كننده پكتين يك گروه هاي تجزيهپكتينازها يا آنزيم
ها هستند كه مواد پكتيكي را هيدروليز ناهمگون از آنزيم

هاي تجزيهآنزيم .در گياهان وجود دارند كنند و عمدتامي
-لي و ميكروارگانيسمطورگسترده درگياهان آكننده پكتين به

ساكاريد ساختاري واقع پكتين هوموپلي. اندها توزيع شده
در تيغه مياني و ديواره نخستين گياهان، يك سوم وزن 

پكتين شامل . دهدخشك بافت گياهي را تشكيل مي
هاي اسيدگالاكتورونيك با ميزان استرهاي متيل زنجيره

ازهاي تخمين زده شده است كه پكتين. باشدمتفاوت مي
هاي درصد از كل فروش جهاني آنزيم 25ميكروبي حدود 

پكتينازهاي ميكروبي . اندخود اختصاص دادهغذايي را به
ها، هاي زيادي نظير باكتريوسيله ارگانيسمتوانند بهمي

پكتيناز يكي . ها توليد شوندها، مخمرها و قارچاكتينوميست
ت آبميوه و هاي مورد استفاده در صنعاز مهمترين آنزيم

كاربرد ). 30(باشد سبزيجات براي افزايش ميزان بازده مي
كننده پكتين با توجه به در دسترس بودن و هاي تجزيهآنزيم

در طول ساليان متمادي . شرايط فيزيكي متفاوت است
پكتينازها در بسياري از فرآيندهاي صنعتي مرسوم مانند 

ستخراج چاي و قهوه، ا فرآوري الياف گياهي، نساجي،
هاي صنعتي حاوي مواد پكتيكي و تيمار فاضلاب روغن،

همچنين استفاده از آنها . اندغيره مورد استفاده قرار گرفته
سازي نيز گزارش هاي گياهي و كاغذدر تخليص ويروس

 1930اولين كاربرد صنعتي پكتينازها در سال. شده است
 ).29(گزارش شد  Kerteszتوسط 

 علت به ،چيرقا منابعاز  زناورپلي گالاكتو  اجستخرا
قارچ ). 2( دارد اوانفر دبرركا ،توليد يبالا هيزدبا

از  (Piriformospora indica)  پريفورموسپورا اينديكا
  DC (Swartz)هاي چوبيدرختچه ريزوسفر خاك

Prosopis juliflora  وZizyphus nummularia  در  بيابان
آساني رچ بهقا .شني راجستان هندوستان  جدا شده است

در ريشه   قابل كشت و فاقد ميزبان اختصاصي بوده و
 شودبسياري ازگياهان عمدتاً با حالت اندوفيت ساكن مي

)32(.  

- كاربرد از روشروش طراحي آزمايش تاگوچي روش پر

آن در  ايجرا كه سازي كسري از فاكتوريل استهاي بهينه
در . ستادهبو اههمر ديياز يهاموفقيت با مختلف صنايع

- كه روش آماري نيز خوانده ميروش كسري از فاكتوريل 

هاي ممكن بين متغيرها انتخاب شود، تعدادي از تركيب
هاي ها با ارزيابي آماري پاسخشده و پس از انجام آزمايش

- بدست آمده، بهترين شرايط كه ممكن است در بين حالت

در . شودهاي آزمايش شده نيز موجود نباشد، تعيين مي
وش تاگوچي متغيرها يا فاكتورها در يك آرايه متعامد ر

هاي كسري از اين روش از طراحي. شوندسازماندهي مي
روش . كندفاكتوريل دو، سه و سطح تركيبي استفاده مي

تواند به سرعت و با دقت اطلاعات فني به تاگوچي مي
هاي قابل طراحي و توليد كم هزينه، محصولات و فرآيند

اين روش شامل مطالعه سيستم توسط . شوداعتماد منجر 
اي از متغيرهاي مستقل مورد علاقه است و مجموعه

نمايد كه هاي زياد ديگري را بهينه ميهمزمان عامل
اطلاعات زيادي تنها با يكسري از آزمايشات محدود به 

 ).27 و 1(آيد دست مي

در مطاله قبلي براي اولين بار توليد پكتيناز توسط قارچ 
، )15( از پكتين خالص گزارش شد ورموسپورا اينديكاپريف

توليد پكتيناز از سازي احتمال و بهينهبراي اولين بار 
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در اين پريفورموسپورا اينديكا ضايعات چغندر قند توسط 
      .تحقيق بررسي شده است

  

  ها مواد و روش
تفاله چغندرقند ازكارخانه قند : تهيه پودر تفاله چغندرقند

درجه  60آون با دماي  ل مرطوب تهيه، درشكمغان به
ساعت خشك، با آسياب برقي پودر  24گراد به مدت سانتي

) ميكرومتر 500اندازه ذرات ( 35و سپس با مش شماره 
آماده شده براي انجام ادامه  پودر. غربالگري گرديد

  .به دور از نور و رطوبت نگهداري شدها آزمايش

 ،در اين تحقيق: كشتميكروارگانيسم و شرايط محيط 
از  ATCC® 204458)™( پريفورموسپورا اينديكا قارچ

گروه پاتولوژي گياهي، دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت 
جهت تكثير اين قارچ ابتدا محيط كشت  .مدرس تهيه شد

علاوه به) 16(كافر –امد از محيط كشت تغيير يافته هيلج
اي قطعه درصد تهيه و سپس در شرايط استريل 5/0آگار 

- متر از محيط اوليه جدا و بر روي پليتسانتي 1×1به ابعاد 

ها در پليت. متر منتقل گرديدسانتي 10هاي با قطر 
. گراد قرار داده شدنددرجه سانتي 29±1انكوباتور با دماي 

محيط كشت مايع، مشابه محيط كشت جامد بدون افزودن 
حاوي  درصد از محلول 5آگار تهيه و پس از تلقيح با 

- درجه سانتي 29±1اسپور در انكوباتور شيكردار با دماي 

- به كهمدت ده روز قرار داده شد به rpm 200و دور گراد 

عنوان محيط پيش توليد نگهداري و مورد استفاده قرار 
 .  گرفت

گرم برليتر پودر  10 ،براي تهيه يك ليتر محيط كشت كافر
محيط كشت با  pHافزوده و به محيط پايه  تفاله چغندرقند

هاي كشت بدون محيط. رسانده شد 5/6ده نرمال به پتاس 
 15مدت ها بهعنوان كنترل تهيه و نمونهتفاله چغندرقند به

پس از . گراد اتوكلاو شدنددرجه سانتي 121دقيقه با دماي 
گراد درجه سانتي 45- 50 ها به دمايرسيدن دماي نمونه

لتر استريل شده به مين فيليتر از محلول ذخيره ويتايك ميلي
درصد از محلول  5و پس از تلقيح با ) 16( آنها اضافه شد

درجه  29±1حاوي اسپور در انكوباتور شيكردار با دماي 
مدت ده روز قرار داده به rpm 200 گراد و دورسانتي
در ادامه جهت بررسي رشد قارچ و فعاليت پكتيناز . شدند

روز نمونه برداري  0- 10يك روز در ميان طي بازه زماني 
 50هاي ها در ارلندر اين تحقيق تمام آزمايش. انجام شد

  .ميلي ليتر محيط كشت انجام شد 20ميلي ليتري حاوي 

  بررسي ميزان رشد قارچ 

در ادامه، : گيري وزن تر و خشك توده سلولياندازه
و بدون تفاله  باهاي بمنظور بررسي ميزان رشد قارچ نمونه

 0- 10صورت يك روز در ميان طي بازه زماني هچغندرقند ب
روز پس از جداسازي توده سلولي از محيط كشت بوسيله 

، وزن تر با ترازوي ديجيتال 1كاغذ صافي واتمن شماره 
هاي سلولي جدا شده در ، تودهدر ادامه. گيري شداندازه

ساعت  24گراد به مدت درجه سانتي 60آون با دماي 
ميزان بازده زيست توده  .ديدسپس توزين گر خشك و

)YX/S ( و همچنين سرعت رشد ويژه)µ ( روابط طبق
 .)18( شدندمحاسبه  مربوط

 pHمنظور بررسي تغييرات به : محيط كشت pHبررسي 
محلول فيلتر شده با كاغذ  pHدر طي بازه زماني مورد نظر، 

  .گيري شدصافي اندازه

ارچ، براي بررسي رشد ق: شمارش اسپورهاي قارچ
شمارش مستقيم اسپورهاي گلابي شكل قارچ بر روي لام 

ترتيب كه براي آزاد شدن اسپورهاي بدين. نئوبار انجام شد
هاي حاوي قارچ با استفاده از يك ميكروويال انتهاي هيف
هم زده شد و پس از ورتكس نمودن به مدت ميله فلزي به

ول با ميكرو ليتر از محل 100دقيقه، به اندازه حدود  10
استفاده از لام نئوبار شمارش و تعداد اسپورها در يك 

  .ليتر محاسبه گرديدميلي
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منظور تعيين ميزان به: تهيه محلول رويي حاوي آنزيم
هاي مورد نظر، پروتئين كل و سنجش فعاليت پكتيناز نمونه

 rcfمحلول فيلتر شده با كاغذ صافي در سانتريفيوژ با دور 
دقيقه  15مدت گراد بهسانتيدرجه  4و دماي  12880

  . سانتريفيوژ شدند

ها در ميزان پروتئين كل نمونه: تعيين غلظت پروتئين كل
گيري شد روز با روش بردفورد اندازه 0- 10بازه زماني 

، 4/0، 2/0و 0(هاي متفاوت سرم آلبومين گاوي غلظت .)7(
بعنوان نمودار ) ميلي گرم در ميلي ليتر 2/1و  1، 8/0، 6/0
ميكروليتر از  25ميزان . تاندارد مورد استفاده قرار گرفتاس

) X1(ميكروليتر معرف بردفورد  750محلول آنزيمي با 
سپس . دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد 5مخلوط و به مدت 
نانومتر بوسيله  595ها در طول موج ميزان جذب نمونه

  . اسپكتروفتومتر قرائت شد

ميزان و زمان  هت تعيينج: سنجش فعاليت آنزيم پكتيناز
هاي موجود در انكوباتور در نمونهيم پكتيناز بهينه توليد آنز

روز از طريق سنجش  فعاليت آنزيم به  0- 10بازه زماني 
هاي متفاوت اسيد غلظت. )15( انجام شد DNSروش 

) ميلي گرم در ميلي ليتر 1، 2، 3، 4، 5(گالاكتورونيك 
 25بدين منظور  .رار گرفتبعنوان استاندارد مورد استفاده ق
 1 ميكروليتر از پكتين 25ميكروليتر از محلول رويي با 

تركيب و ) pH 5/7محلول در بافر فسفات سديم با (درصد 
گذاري دقيقه گرما 5به مدت گراد درجه سانتي 60در دماي 

 125پس از طي مدت زمان مذكور، به ميزان . شد
ا افزوده و در بن هبه ميكروويال DNSميكروليتر از محلول 

دقيقه قرار  15گراد به مدت درجه سانتي 100ماري با دماي 
 1250ها، با افزودن پس از خنك شدن نمونه. داده شدند

ليتر رسانده و ميزان جذب ميلي 1425ليتر آب مقطر به ميلي
نانومتر بوسيله دستگاه  530ها در طول موج نمونه

 يت آنزيم برحسبميزان فعال. اسپكتروفتومتر قرائت شد
مقدار آنزيمي كه تشكيل يك ميكرومول ) U( واحد

اسيدگالاكتورونيك را در مدت زمان يك دقيقه تحت 
   .)20( )1رابطه ( كند، بيان شدشرايط آزمايش آزاد مي

        )1رابطه (
1 

 ×Dilution factor  ×   
1 

× 
Supernatant (µl) 

mg/ml ×  
ES-EB-SB  

Enzyme 
activity= MW 

GalA  t (min)  Final volume (µl) slope  

=ES       آنزيم و سوبستراEB =      بلانك آنزيمSB =         سوبسترا بلانكGalA = اسيد گالاكتورونيكوزن مولكولي   

slope =شيب نمودار استاندارد اسيد گالاكتورونيك  

در اين مطالعه از روش : سازي توليد آنزيم پكتينازبهينه
زي، يك متغير در يك زمان، طراحي آزمايش سابهينه

 . تاگوچي استفاده شد

براي بررسي اثر غلظت گلوكز : بررسي اثر غلظت گلوكز
 عنوان منبع كربني بر رشد قارچ و توليد پكتيناز، به محيطبه

 0-2- 4-6- 8-10(هاي كشت كافر، گلوكز با غلظت
- هاي كشت بدون تفاله هم بهافزوده و از محيط) درصد

هاي تهيه شده، نمونه. هاي كنترل استفاده شدعنوان نمونه
پس از تلقيح اسپور قارچ، درون انكوباتور شيكردار با دماي 

 6مدت به rpm200  گردش گراد و با دوردرجه سانتي 29
ها پس از طي اين بازه زماني نمونه. روز قرار داده شدند

 . مورد ارزيابي قرارگرفتند

منظور بررسي اثر سولفات به: آمونيوم بررسي اثر سولفات
عنوان منبع نيتروژني، بر رشد قارچ و توليد آنزيم، آمونيوم به
- 5/0(هاي كشت كافر، سولفات آمونيوم با غلظتبه محيط

هاي تهيه نمونه. اضافه گرديد) درصد 1/0- 3/0-2/0- 4/0
شده، پس از تلقيح اسپور قارچ، درون انكوباتور شيكردار با 

- به rpm200 گردش گراد و با دوردرجه سانتي 29دماي 
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پس از طي اين بازه زماني . روز قرار داده شدند 6مدت 
 . ها مورد ارزيابي قرارگرفتندنمونه

سازي به روش بهينه: سازي به روش تاگوچيبهينه
. انجام گرفتQualitek-4 تاگوچي با استفاده از نرم افزار 

آزمايش بوسيله نرم  9بر اساس عوامل و سطوح تعيين شده 
ها هاي حاصل از اجراي آزمايشافزار طراحي و سپس داده

براي تجزيه و تحليل و تعيين سطوح بهينه به نرم ) هاآرايه(
در بررسي حاضر سه عامل اصلي تفاله . افزار وارد شد

چغندرقند، گلوكز و سولفات آمونيوم در سه سطح  مختلف 
ده بوسيله نرم افزار در هاي پيشنهاد شآرايه. تعيين شدند

 .آورده شده است 1جدول

آرايه پيشنهادي نرم افزار در جدول  9براساس اين سطوح، 
در اين جدول سطوح با اعداد يك تا سه  .آمده است 2

ها در جدول نشان شود كه مقادير واقعي آنمشخص مي
  .داده شده است

  .عوامل و سطوح منتخب در طراحي آزمايش تاگوچي -1 جدول

  3سطح    2سطح  1سطح   عامل 

  80  60  40  گلوكز

  6  4  2  سولفات آمونيوم 

    15  10  5  تفاله چغندرقند

  .باشندحسب گرم بر ليتر مي مقادير بر

هاي پيشنهادي محيط كشت طبق بمنظور انجام آزمايش
ل، تلقيح و در انكوباتور شيكردار ، استريجدول فوق تهيه

به  rpm  200گراد با دورگردشدرجه سانتي 29در دماي 
هاي حاصل از سنجش داده. روز قرار داده شدند 6مدت 

جهت تجزيه وتحليل به نرم افزار وارد شد تا نرم افزار 
  .سطوح بهينه را پيشنهاد دهد

  .Qualitek-4هاي پيشنهادي توسط نرم افزار رايهآ -  2جدول 

  تفاله چغندرقند  سولفات آمونيوم    گلوكز   شماره آزمايش 
1   40       2 5  
2   40  4 10  
3   40  6 15  
4   60  2 10  
5   60  4 15  
6   60  6 5  
7   80  2 15  
8   80  2 10  
9   80  6 10  

  .باشندگرم در ليتر ميمقادير برحسب                 

  نتايج
با توجه به نتايج :  P. indicaبررسي ميزان رشد قارچ  

 براساس وزن تر   P.indicaبدست آمده، ميزان رشد قارچ
در محيط كشت داراي تفاله چغندرقند در مقايسه با محيط 

در  .كشت بدون تفاله چغندر قند داراي بيشترين مقدار بود
ميزان رشد در روز ششم پس از دو نوع محيط بيشترين  هر

ها، ميزان رشد براساس براساس يافته .تلقيح مشاهده شد
در محيط كشت حاوي تفاله  P.indicaوزن خشك قارچ 

همچنين بيشترين . بيشتر از رشد آن در محيط فاقد تفاله بود
ميزان رشد قارچ در هر دو محيط در روز ششم پس از 

 . )1 و شكل 3جدول ( تلقيح مشاهده شد
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  .هاي كشت كافر حاوي و فاقد تفالهدر محيط P.indicaهاي رشد قارچ مقايسه ويژگي 3 جدول

زمان رسيدن به حداكثر مقدار 
  )روز(اسپور

زمان رسيدن به حداكثر
  )روز( رشد 

سرعت رشد
  µ (d-1 )ويژه 

بازده زيست توده 
YX/S (g g-1)  

حداكثر وزن خشك 
)g/L(  

  محيط كشت

  واجد تفاله   125/6  61/0 30/0 6  8

  فاقد تفاله     7/3  - -  6  10

 5اندازه تلقيح  ،تحت شرايط: عيين تعداد اسپورهاي قارچت
درصد،  30، حجم كاري rpm  200درصد، سرعت همزني

pH  بيشينه وزن ، گراددرجه سانتي 30، دماي 5/6اوليه

بدست آمده روز  5گذشت  خشك توده سلولي پس از
روز شروع شده و بيشينه مقدار  6اسپورزايي پس از . است

تعداد  در اين مطالعه،. روز بدست آمد 8توليد اسپور بعد از 

لفا  

 ب

داده شده ميانگين داده هاي  داده هاي نمايش .)ب(و بدون تفاله چغندرقند ) الف(در محيط كشت كافر با تفاله چغندرقند  P. Indicaنمايه زماني پروفايل -1شكل 
 .باشدحاصل از حداقل از سه بار آزمايش مجزا مي
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 در طي بازه هاي حاوي قارچاسپورهاي موجود در محيط
هاي انجام اساس بررسيبر. زماني معين شمارش گرديد

و در  شده، اسپورها در محيط حاوي تفاله در روز ششم
محيط فاقد تفاله در روز هشتم مشاهده شد و در روز دهم 

تعداد اسپورهاي مشاهده شده در . به حداكثر مقدار رسيد
درصد تفاله و  1 حجم يك ميلي ليتر از محيط كشت حاوي

   .نشان داده شده است 4در محيط فاقد تفاله در جدول 

 

 .كشتتعداد اسپورهاي موجود در يك ميلي ليتر محيط  -  4 جدول

  روز  ششم هشتم دهم

  محيط داراي تفاله 7/0×107  2/1×107  7/1×107

 محيط فاقد تفاله -  1/1×107 5/1×107

  

هاي انجام براساس بررسي: محيط كشت  pHررسي ب
محيط تا روز ششم در محيط حاوي تفاله    pHشده، ميزان

 pHمحيط فاقد تفاله، تغييرات  اما در. روند كاهشي داشت
 بازه زماني مورد مطالعه روند صعودي مشاهده شد تا پايان

   .)1شكل (

ميزان غلظت پروتئين كل  : عيين پروتئين محلول كلت
گاوي -محلول با استفاده از منحني استاندارد سرم آلبومين

)BSA (براساس نتايج بدست آمده، بيشترين  .تعيين شد
ميزان توليد پروتئين در محيط واجد و فاقد تفاله در روز 

صورت به بردارينمونه. ششم پس از تلقيح مشاهده شد
روزه و با سه تكرار  10يك روز در ميان در بازه زماني

  . )1شكل ( انجام شد

توليد آنزيم پكتيناز، با : سنجش فعاليت آنزيم پكتيناز
با توجه به نتايج بدست . استفاده از روش ميلر سنجش شد

كشت در  نوع محيطآمده، توليد آنزيم و فعاليت در هر دو 
 .)1شكل ( روز ششم از تلقيح بيشينه مقدار را نشان داد

 5/1ميزان فعاليت آنزيم در محيط كشت حاوي تفاله تقريبا 
   .برابر محيط فاقد تفاله بود

در : بر رشد قارچ و توليد پكتيناز) گلوكز(اثرمنبع كربن 
عنوان منبع كربني اضافه به محيط تحقيق حاضر، گلوكز به

ت حاوي تفاله چغندرقند اضافه و از محيط بدون تفاله  كش
بر اساس نتايج . عنوان كنترل استفاده شدو با گلوكز هم به

درصد  باعث بيشينه توليد  6بدست آمده گلوكز با غلظت 
كه ميزان توليد طوريپكتيناز در هر دو نوع محيط شد به

برابر نسبت به محيط  66/3آنزيم در محيط حاوي تفاله 
برابر نسبت به محيط غير بهينه افزايش  45/1فاقد تفاله و 

هاي رشدي قارچ در مقايسه ويژگي). 2 شكل(داشت 
محيط با تفاله وگلوكز و در محيط بدون تفاله با گلوكز در 

  .آورده شده است 5جدول 

  

  .كشت حاوي گلوكز هاي رشدي قارچ در محيطمقايسه ويژگي - 5جدول

  محيط كشت  )g/L(حداكثر وزن خشك  YX/S (g g-1)بازده زيست توده µ (d-1 )سرعت رشد ويژه 
  گلوكز+ تفاله   45/26  44/0  54/0
  گلوكز  625/15  26/0  45/0
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در : وم  بر رشد قارچ و توليد پكتينازاثر سولفات آموني
اين مطالعه علاوه بر اينكه محيط كافر داراي سه منبع 

نيتروژني آلي شامل عصاره مخمر، پپتون و كازئين 
باشد از منبع نيتروژني غيرآلي سولفات هيدروليزات مي

آمونيوم نيز بمنظور تحريك و القاي رشد و افزايش توليد 

هاي رشدي ويژگيمقايسه ). 3شكل(آنزيم استفاده شد 
محيط با تفاله و سولفات آمونيوم و در محيط قارچ در 

آورده شده  6بدون تفاله با سولفات آمونيوم در جدول 
  .است

  

  

  

  

  

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

سازي توليد آنزيم پكتيناز در محيط حاوي تفاله بهينه
با استفاده از روش تاگوچي : چغندرقند به روش تاگوچي

سازي توليد آنزيم پكتيناز در بهينهQualitek-4  افزارو نرم
 پريفورموسپورا اينديكاقند توسط چغندر محيط حاوي تفاله

آزمايش طراحي شده با سطوح  9نتايج . انجام گرفت

 مختلف بوسيله نرم افزار براي عوامل تفاله چغندرقند،

 .نشان داده شده است 4گلوكز و سولفات آمونيوم در شكل 
 60گلوكز ( 5بيشينه ميزان توليد آنزيم در آزمايش شماره 

گرم در ليتر و تفاله چغندر  4آمونيوم  گرم در ليتر، سولفات
   .مشاهده شد) گرم در ليتر 15قند 

 ب

 الف

داده هاي نمايش داده شده ميانگين داده هاي حاصل از حداقل از سه .شمدر روز ش) ب(و فاقد تفاله ) الف(اثرگلوكز بر رشد و توليد پكتيناز در محيط واجد تفاله  2شكل
 .باشدبار آزمايش مجزا مي
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  .كشت حاوي سولفات آمونيوم هاي رشدي قارچ در محيطمقايسه ويژگي -  6 جدول

  محيط كشت  )g/L(حداكثر وزن خشك   YX/S (g g-1)بازده زيست توده   µ (d-1 )سرعت رشد ويژه 

  سولفات آمونيوم+ تفاله   675/7  54/0  61/0

  سولفات آمونيوم  95/3  28/0  27/1

        

چغندرقند و گلوكز با افزايش سطح، تاثير آنها در توليد 
در مورد عامل سولفات آمونيوم . يابدش ميپكتيناز نيز افزاي

  . كاهش سطح اثر افزايشي بر روند فعاليت پكتيناز دارد

ها توسط نرم افزار، در بخش ديگري از تجزيه وتحليل داده
تاثير برهمكنش عوامل منتخب انجام شد كه نتايج آنها در 

  .آورده شده است  7 جدول

لفا  

داده هاي نمايش داده شده ميانگين داده هاي  .در روز ششم)ب(و فاقد تفاله)الف(اثر سولفات آمونيوم بر رشد و توليد پكتيناز در محيط واجد تفاله-3شكل
.باشدل از سه بار آزمايش مجزا ميحاصل از حداق

 ب
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 شود، در مورد عوامل تفاله مشخص مي 5پس از تجزيه و تحليل نتايج بدست آمده توسط نرم افزار، همانطور كه در شكل 

 

  

  

  

  

  

  

  

  
  .پريفورموسپورا اينديكابرتوليد پكتيناز توسط ) تفاله چغندر قند، گلوكز و سولفات آمونيوم(تخب تاثير برهمكنش عوامل من -  7جدول 

  درصد اهميت  هاستون عوامل برهمكنش دهنده شماره

  53/24  3×2 تفاله چغندرقند×سولفات آمونيوم 1

  2/16  3×1 گلوكز×تفاله چغندرقند 2

  69/3  2×1 سولفات آمونيوم×گلوكز 3

  

داده هاي نمايش داده  .پريفورموسپورا  اينديكاسازي توليد آنزيم پكتيناز نتايج  بدست آمده از روش تاگوچي در محيط حاوي تفاله چغندر قند براي بهينه-4شكل
  .باشدار آزمايش مجزا ميشده ميانگين داده هاي حاصل از حداقل از سه ب

  .پريفورموسپورا اينديكاتاثير عوامل تفاله چغندرقند، گلوكز و سولفات آمونيوم بر توليد پكتيناز 5شكل
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ها، درصد اهميت هريك ادامه تجزيه تحليل آماري دادهدر 
به صورت جداگانه  آورده  8از عوامل منتخب در جدول 

  .شده است
پريفورموسپورا درصد اهميت عوامل در توليد پكتيناز توسط -  8جدول 

 .اينديكا

  درصد اهميت  عامل

 264/67  گلوكز

  556/21  ومسولفات آموني

 94/5 تفاله چغندرقند 

عنوان گلوكز به شودمشاهده مي 8همانطوركه در جدول 
. باشدمنبع كربني داراي بيشترين تأثير بر توليد پكتيناز مي

عنوان منبع نيتروژني غيرآلي اثرگذاري سولفات آمونيوم به
 درصد در درجه دوم بوده و سپس تفاله 556/21ميزان به

درصد در القاء توليد پكتيناز  94/5چغندرقند با اثرگذاري 
توان برطبق اين نتايج مي. گيرددر درجه بعدي قرار مي

طور انفرادي بر توليد گفت علاوه بر اهميت عوامل به
پكتيناز، برهمكنش بين عوامل در توليد پكتيناز نيز از 

 7بنابراين طبق جدول . اهميت زيادي برخوردار است
كنش بين سولفات آمونيوم و تفاله چغندرقند بيشترين برهم

نرم افزار همچنين . باشدتأثير را در توليد پكتيناز دارا مي
دهد كه با عنوان آزمايش بهينه پيشنهاد ميآزمايشي را به
 .توان بيشترين توليد را بدست آوردانجام آن مي

 .Qualitek-4پيشنهادي توسط نرم افزار  شرايط بهينه -  9جدول 

 سهم سطح توصيف سطح  عامل

  914/0  2  60  گلوكز 

  705/0  1  4  سولفات آمونيوم 

  566/0  3  15  چغندرقند  تفاله

)  واحد بر ميلي ليتر(نتيجه مورد انتظار در شرايط بهينه
78/8  

طبق نتايج بدست آمده، مقدار پكتيناز توليدي به روش 
برابر  5/2واحد بر ميلي ليترتقريباً حدود   35/8تاگوچي 

براساس سطوح . باشدبيشتر از شرايط غير بهينه مي
پيشنهادي بوسيله نرم افزار آزمايش تائيدي انجام شد و 

با انجام . مقدار آنزيم توليد شده مورد سنجش قرار گرفت
واحد در  45/8سطوح پيشنهادي ميزان فعاليت پكتينازي به 

  .)9جدول ( ليتر رسيدميلي

  بحث
اساس وزن خشك قارچ  ها، ميزان رشد بربراساس يافته

P.indica  در محيط كشت حاوي تفاله بيشتر از رشد آن در
همچنين بيشترين ميزان رشد قارچ در . محيط فاقد تفاله بود

 .هر دو محيط در روز ششم پس از تلقيح مشاهده شد
رشد قارچ  ،  نيز بيشترين ميزان)2011(كومار و همكاران 

  .)18(را در محيط كشت كافر در روز ششم گزارش كردند 

با استفاده از پوسته سويا در كومار و همكاران در مطالعه  
محيط كشت كافر به عنوان محصول جانبي، ميزان بيشتري 

كه به فرض آنها شد  توليد اينديكا پريفورموسپورااز اسپور 
ود در محيط با مصرف آهسته منابع كربن و نيتروژن موج

كشت و دسترسي مداوم به اين منابع، زمان رسيدن به 
در تحقيق . )18( يابدحداكثر ميزان اسپورزايي كاهش مي

. از تفاله چغندرقند در محيط كشت كافر استفاده شد حاضر
زمان شروع اسپورزايي قارچ در روز ششم و بيشينه مقدار 

  .هشتم تعيين شد اسپورزايي در روز

تواند با و اسيدي شدن محيط ميpH كاهش  دليل احتمالي
گالاكتورونيك از پكتين  افزايش رشد قارچ و توليد اسيد

علت بنابراين پس از نقطه اوج رشد، به. تفاله مرتبط باشد
روندي صعودي نشان  pHكاهش رشد و متابوليسم، ميزان 

در فرايند متابوليتي قارچ و يا  علت تغييريا به ودهد مي
 pHهمچنين افزايش . كننده باشدلات خنثيتوليد محصو

تواند با آزاد شدن آمونياك از همراه با بازي شدن محيط مي
- تواند بهاحتمال ديگر مي. متابوليسم پروتئين مرتبط باشد

هاي متابوليكي كه منجر به جذب نيترات از علت واكنش
  .)15( هاي آلي باشدمحيط كشت و يا متابوليسم اسيد
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توده هم در روز ششم كه ميزان رشد زيستاين با توجه به
توان گفت كه افزايش رشد با افزايش باشد مياز تلقيح مي

ميزان بالاي پروتئين موجود . توليد پروتئين توأم شده است
علت رشد در محيط كشت در شروع  بازه زماني رشد به

ناكافي ميكروارگانيسم و عدم  مصرف پروتئين موجود در 
 . باشدمحيط كشت مي

با توجه به نتايج بدست آمده، توليد آنزيم و فعاليت در هر 
كشت در روز ششم از تلقيح بيشينه مقدار را  دو نوع محيط

-تواند بهكاهش توليد آنزيم پس از نقطه اوج مي. نشان داد

علت مصرف تركيب اصلي يا توليد و فعال شدن 
همكاران باي و . هاي بيوسنتز آنزيم مرتبط باشدمهاركننده

، با استفاده از تفاله چغندرقند براي القاء توليد )2004(
بيشترين ميزان  Aspergillus nigerپكتيناز توسط قارچ 

. )6( گزارش نمودند فعاليت پكتينازي را بعد از چهار روز
اندكه زمان ، گزارش كرده1981گلديال و همكاران در سال 

الگوي توليد انكوباسيون به سرعت رشد ميكروارگانيسم و 
هاي پكتيكي از آنزيم بستگي دارد و بيشينه توليد آنزيم

در تحقيقي . )14(روز متغير است  1- 6ها بين كپك
، به بررسي توليد و 2003راماچاندرا و همكاران در سال 

تخليص پكتيناز با استفاده از تفاله چغندرقند بوسيله قارچ 
Mucor flavus ين بررسي در پرداختند، توليد پكتيناز در ا

اولسان و . )11(روز پنجم بيشترين مقدار را نشان داد 
اي با استفاده از تفاله ، در مطالعه2003همكاران در سال 

به  Trichoderma reesei Rut C-30چغندرقند بوسيله 
درطي دوره كشت . روش تخمير جامد پكتيناز توليدكردند

گرم 43/0روز سوم به ميزان  روزه، محتواي پروتئين در 6
كه همزمان با بيشترين ميزان اسپورزايي و  برليتر رسيد

) واحد بر ميلي ليتر 81/0(همچنين بيشترين فعاليت پكتيناز 
، بالاترين 2010راموس و همكاران در سال  .)23( بود 

  Colletotrichum truncatumميزان فعاليت پكتينازي قارچ
متعاقباَ در محيط كشت مايع حاوي پكتين گزارش كردندكه 

تيم . )26( توده هم بيشترين مقدار را داشت مقدار زيست
، با هدف توليد 2002پژوهشي محمد و همكاران در سال 

استفاده از  باTrichoderma reesei پكتيناز جديد بوسيله 
هاي مختلف پكتين در ميزان درجه متيلاسيون و مدل

ا انجام اي راستيلاسيون، تفاله چغندرقند و ليموترش مطالعه
براساس نتايج بدست آمده، بيشترين مقدار توليد . دادند

عنوان سوبسترا پكتيناز با استفاده از پكتين تفاله چغندرقند به
در تحقيق حاضر، از تفاله چغندرقند براي . )21( بوده است

  Piriformospora indicaالقاي توليد پكتيناز بوسيله
د كه بيشينه مقدار نتايج بدست آمده نشان دا. استفاده شد

توليد پكتيناز، ميزان اسپورزايي، محتواي پروتئين كل و 
مقدار بيشينه زيست توده به طور همزمان در روز ششم از 

 ).1شكل (باشد دوره كشت مي

طور كلي رشد ميكروارگانيسم و توليد پكتيناز به نوع به
منابع  استفاده از. سويه و تركيب محيط كشت بستگي دارد

و نيتروژني در تركيب با ضايعات كشاورزي باعث كربني 
نوع و غلظت موادكربني و . شودافزايش توليد پكتيناز مي

در . نيتروژني در تركيب محيط كشت حائز اهميت است
هاي سازي غلظت اين تركيبات درآزمايشبهينهاين تحقيق 

سازي يك متغير در يك زمان براي اوليه با روش بهينه
از سطوح بهينه شده در . تيناز انجام شدافزايش توليد پك

 .   روش تاگوچي استفاده گرديد

عنوان منبع كربني به محيط در تحقيق حاضر، گلوكز به
كشت حاوي تفاله چغندرقند اضافه و از محيط بدون تفاله 

بر اساس نتايج . عنوان كنترل استفاده شدو با گلوكز هم به
بيشينه توليد  درصد باعث 6بدست آمده گلوكز با غلظت 

كه ميزان توليد طوريبه .پكتيناز در هر دو نوع محيط شد
برابر نسبت به محيط  66/3آنزيم در محيط حاوي تفاله 

برابر نسبت به محيط غير بهينه افزايش  45/1فاقد تفاله و 
هاي رشدي قارچ در مقايسه ويژگي). 2شكل (داشت 

با گلوكز در محيط با تفاله وگلوكز و در محيط بدون تفاله 
  .است آمده 5 جدول

عنوان منبع انرژي براي يك منبع مناسب كربن بهگلوكز 
رشد مطلوب و مؤثر بر متابوليسم ميكروارگانيسم ضروري 
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ها هاي پكتينوليتيكي از بسياري از قارچتوليد آنزيم. است
. يابددر حضور مواد پكتيكي در محيط كشت افزايش مي

، در بررسي كه انجام دادند 2003فاوول و همكاران در سال 
گالاكتورونيك به اين نتيجه رسيدند كه پكتين و اسيد پلي

بخشند و در هاي پكتينوليتيكي را بهبود ميتوليد آنزيم
هايي كه گلوكز به عنوان تنها منبع كربن استفاده شده محيط

ها توليد نشدند و اين نتايج طبيعت القايي بود اين آنزيم
 كندرا منعكس مي A. nigerتينوليتيكي قارچ هاي پكآنزيم

تواند وارد سلول شود پيشنهاد كه پكتين نمياز آنجائي. )9(
هاي پكتينوليتيكي شده است اين تركيبات توليد آنزيم

 گالاكتورونازپلي. كنندها را القاء ميبوسيله ميكروارگانيسم
د و شونپكتيكي توليد نمي و پكتين لياز در محيط فاقد مواد

استفاده از قندهاي ساده و ارزان . باشدتوليد آنها القايي مي
به ويژه گلوكز به همراه منابع كربني پيچيده ضايعات 
صنعتي وكشاورزي به دليل سهولت استفاده به رشد سلولي 

كه منابع درحالي. كندكمك مي در مراحل اوليه تخمير
توليد  توانند باعث القايپكتين مي كربني پيچيده غني از

پكتيناز شوند، زماني كه هر دو تركيب همزمان در محيط 
عنوان در تحقيقي اثر پكتين و گلوكز به. كشت حضور دارند

منبع كربني بر توليد آنزيم پكتيناز در محيط كشت حاوي 
طبق نتايج آنها . سبوس گندم را مورد بررسي قرار دادند

 10 هاياضافه شدن گلوكز و پكتين به ترتيب با غلظت
درصد به محيط كشت، توليد پكتيناز و رشد  6درصد و 

. )10( زيست توده را به مقدار قابل توجهي افزايش داد
، توليد پكتيناز با 2006بعلاوه پاتيل و همكاران در سال 

عنوان سوبسترا استفاده از طَبق آفتابگردان بدون دانه به
. مورد بررسي قرار دادند Aspergillus nigerتوسط 

-درصد  به 4- 6هاي آنها گلوكز با غلظت راساس يافتهب

ور باعث افزايش عنوان منبع كربني در سيستم تخمير غوطه
 . )24( توليد پكتيناز شد

-اثر منابع نيتروژني آلي و غيرآلي بر رشد و توليد پكتيناز به

ها در بيشتر ميكروارگانيسم. طور وسيعي مطالعه شده است
هاي آمينه، اسيد ني به اسيدهر دو نوع منابع نيتروژ

- ها و تركيبات ديواره سلولي متابوليزه مينوكلئيك، پروتئين

هاي كاشياپ و همكاران در سال مطابق با يافته. شوند
، عصاره مخمر، پپتون وكلريد آمونيوم باعث افزايش 2003

درصد شده و اضافه كردن  نيترات  24توليد آنزيم تا 
شوند عث مهار توليد آنزيم ميآمونيوم، اوره وگلايسين با

علت رشد ضعيف ميكروارگانيسم كه اين ممكن است به
، مشاهده 1997ساپنوا و همكاران در سال . )17( باشد

كند، كردند كه سولفات آمونيوم سنتز پكتيناز را تحريك مي
چنانچه در نبود آن قارچ اندكي فعاليت پروتئوليتكي 

شود لولي توليد نميدارد و پكتيناز خارج س) پروتئازي(
بعلاوه نتايج بدست آمده از مطالعات تيم پژوهشي . )28(

، نشان داد كه محيط حاوي 2005پاتولا و همكاران در سال 
عصاره مخمر و سولفات آمونيوم منبع خوبي براي توليد 

هاي يافته براساس. )25( باشند هاي پكتينوليتيكي ميآنزيم
منابع نيتروژني  ،1988در سال  هائورس و همكاران

درصد در محيط كشت،  16/0سولفات آمونيوم با غلظت 
در اين مطالعه، . )8( تأثيري بر توليد پكتيناز نداشته است

اثر منبع نيتروژني غيرآلي سولفات آمونيوم در محيط حاوي 
و فاقد تفاله چغندرقند بر رشد ميكروارگانيسم و توليد 

- اساس نتايج بهبر. بررسي شد P. indicaپكتيناز توسط 

 4/0بيشينه فعاليت آنزيم در غلظت ) 3شكل(دست آمده 
ليتركه واحد بر ميلي 29/4درصد سولفات آمونيوم به ميزان 

برابر  29/1برابر توليد در محيط فاقد تفاله و  57/1تقريباً 
باي و همكاران . نسبت به محيط بدون سولفات آمونيوم بود

عنوان سوبسترا براي به، از تفاله چغندرقند 2004در سال 
استفاده نمودند، كه از منابع نيتروژني  توليد آنزيم پكتيناز

كار برده شده سولفات آمونيوم، پودر عصاره مختلف به
مخمر، پپتون سويا، پودر تفاله لوبيا و مونوسديم گلوتامات 
فاضلاب، بيشترين فعاليت پكتيناز در محيط كشت حاوي 

همچنين تاكور و . )6( تفاله چغندرقند مشاهده شد
اند كه بيشينه مقدار توليد ، گزارش كرده)2010(همكاران 

پكتيناز زماني است كه كازئين هيدروليزات و عصاره مخمر 
  .)31و  3( هر دو باهم استفاده شوند
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يدي أيبراساس سطوح پيشنهادي بوسيله نرم افزار آزمايش ت
ار انجام شد و مقدار آنزيم توليد شده مورد سنجش قر

با انجام سطوح پيشنهادي ميزان فعاليت پكتينازي به . گرفت
هر چندكه در مورد . ليتر رسيدواحد در ميلي 45/8

سوبستراي مورد بررسي گزارشي براي روش تاگوچي 
مشاهده نشده اما در اين راستا، كومار و همكاران درسال 

منظور توليد پكتيناز با استفاده از پوست انبه ، به2010
با اين روش به بررسي اثر  Fusarium moniliformeتوسط 

عوامل و تعيين سطوح بهينه آنها پرداختند و هشت عامل 
در اين بررسي . سه سطح ارزيابي كردند مختلف را در

درصد و  12/32دماي انكوباسيون بيشترين تأثير را با مقدار 
متعاقب آن سولفات روي، فسفات هيدروژن پتاسيم، مايع 

 42/11درصد و 79/12درصد،  62/14ترتيب با تلقيح به 
 .درصد بيشترين و سولفات منيزيم كمترين سهم را داشتند

با اجراي آزمايش پيشنهادي توسط نرم افزار مقدار توليد 
توليد . واحد بر گرم سوبسترا بدست آمد 2/43آنزيم 

سازي بوسيله روش تاگوچي به ميزان پكتيناز بعد از بهينه
 آيمن و همكاران در سال. )19( ايش داشتبرابر افز 32/3

، در بخشي از مطالعه انجام شده بمنظور توليد پكتيناز 2015

روش آماري  Bacillus mojavensisاز پوست هويج توسط 
كار بردند و اثر ده عامل مختلف را در سه تاگوچي را به

با انجام  هسطح بررسي كردند و سطوح بهينه تعيين شد
بهينه همه فاكتورها، مقدار توليد آنزيم آزمايش در سطوح  

برابري  9/2ليتر بدست آمد كه افزايش واحد برميلي 5/30
يك زمان  سازي به روش يك فاكتور درنسبت به بهينه

در مطالعه حال حاضر، با استفاده از . )13( حاصل شد
 45/8سازي به روش تاگوچي مقدار توليد پكتيناز بهينه

برابري نسبت  5/2آمد كه افزايش  ليتر بدستواحد برميلي
برطبق اين مطالعه و . به حالت غيربهينه شده نشان داد
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Abstract  

Pectinases, as a large group of enzymes, catalysis break down of pectin to smaller 
molecules including galacturonic acid, and they are widely produced by many 
microorganisms. Nowadays, abundant waste from agriculture and fruit processing 
industries including sugar beet pulp, apple and citrus pomace as rich source of pectin 
are employing to induce pectinase production by many microorganisms. The aim of this 
study was optimization of Piriformospora indica pectinase production by using sugar 
beet pulp (SBP) by Taguchi method. First, P. indica was cultured on Kaefer medium 
supplemented with SBP, then biomass and spore production, enzyme activity and total 
protein content were measured for ten days. According to the results, maximum 
biomass production and pectinase activity were detected, 6.125 g/l and 3.2 U/ml in the 
presence of SBP at 6th day, respectively. Furthermore the effect of different 
concentrations of glucose and ammonium sulphate and their interaction on enzyme 
activity was investigated. Based on the results by increasing the amount of them alone 
the activity was increased but in the case of their interaction with sugar beet pulp the 
activity was decreased. Next, enzyme production was optimized by Taguchi method to 
8.35 U/ml which was 2.5 times more than non-optimized condition. In conclusion, 
because of pectinase production of P. indica by using sugar beet pulp as a suitable and 
cheap substrate, economically is valuable and moreover cause to decrease 
environmental pollution.      
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