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 Rhizomucor قارچ عوامل موثر بر توليد و فعاليت آنزيم لخته كننده شير در

miehei   
 

  2، رسول اصغري ذكريا3، بهرام فتحي آچاچلوئي2، ناصر زارع1پروانه راشدي

  
 اردبيلي، اردبيل محقق بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشگاه ارشد كارشناسي آموخته دانش-1

  دانشگاه محقق اردبيلي اصلاح نباتات كشاورزي،  هيات علمي گروه زراعت وعضو -2
   عضو هيات علمي گروه علوم و صنايع غذايي، دانشگاه محقق اردبيلي-3

  )22/05/96: رشيپذ خيتار 95/ 30/05:  افتيدر خيتار(

 
  چكيده

 پروتئازي كم و نيز مقاومت حرارتي بالاتر  فعاليت،كنندگي بالابه دليل فعاليت لخته) Rhizomucor miehei(رايزوموكور ميهي رنين حاصل از قارچ 
در اين تحقيق تأثير عوامل مختلف شامل درصد . نسبت به ساير پروتئازهاي قارچي در صنعت توليد پنير بيشترين توجه را به خود معطوف كرده است

كلريد منيزيم، كلريد منگنز و سولفات (اي فلزي ه يوناضافه كردن ، )C 42˚ و C 30 ،˚C 37˚(، دماي كشت ) درصد20، 10، 5(رطوبت محيط كشت جامد 
 مورد بررسي قرار رايزوموكور ميهي قارچ دركننده شير بر توليد آنزيم لخته)  روز10 و 5( محيط كشت مايع بر پايه سبوس گندم و مدت زمان كشت به) مس

تحت تأثير عوامل داري   به طور معنيرايزوموكور ميهينزيمي قارچ  عصاره آMCA/PAكنندگي و پروتئازي و نسبت  فعاليت لخته  نتايج نشان داد كه.گرفت
هاي فلزي به  اضافه كردن يون.  عصاره در محيط كشت جامد بيشتر از محيط مايع بودMCA/PAكنندگي و نسبت  فعاليت لخته .مورد بررسي قرار گرفت

هاي مايع، محيط حاوي كلريد در بين محيط كشت. كنندگي آن گرديد لخته و فعاليترايزوموكور ميهيتركيب محيط كشت باعث افزايش توليد رنين توسط 
كلي، بيشترين  طور به .كنندگي بالاتري را نشان دادهاي فلزي و محيط حاوي كلريد منگنز و سولفات مس فعاليت لخته  بدون يونمنيزيم نسبت به محيط

 به دست آمد كه به C 42˚ يا 37، 30 روز تخمير در دما 10 درصد در مدت زمان 5 كنندگي عصاره قارچي در محيط كشت جامد با رطوبتفعاليت لخته
  .داري بيشتر از ساير تيمارها بودطور معني

  
 كنندگي شير، فعاليت پروتئازي، پنيرآنزيم رنين، فعاليت لخته:  واژگانكليد

 
 

 
 
  

                                                            
 تباتمسئول مكا: zaren@uma.ac.ir 
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  مقدمه -1
  يك آسپارتيك پروتئاز است كه آنزيم اصليأ )كيموزين(رنين 

 صنايعاستفاده از رنين در . باشد  در توليد پنير ميمورد استفاده
غذايي، سابقه طولاني دارد و در تمام دنيا براي عمليات پنيرسازي 

سبب افزايش سرعت افزودن اين آنزيم به شير . ضروري است
تنها موجب رنين نه. شودانعقاد كازئين، پروتئين اصلي شير، مي

. ]1[كند ايفا مينيز مي در رسيدگي پنير انعقاد شير، بلكه نقش مه
هاي  شكستگي آنزيمي چند پيوند اسيدآمينه خاص در رشته

انعقاد كازئين شير در . ]2[ است شيركازئين، فاز اوليه در انعقاد 
. مرحله آنزيمي و مرحله غير آنزيمي: گيرد دو مرحله صورت مي

ين در كازئ-در مرحله آنزيمي كازئين توسط رنين به شكل كاپا
 يون كلسيم و حرارت از طريقآيد و در مرحله غير آنزيمي  مي

آنزيم كيموزين به صورت يك پيش ].3[شود  مناسب منعقد مي
 40777 اسيدآمينه و وزن مولكولي 365با ) پروكيموزين(

. شودشود توليد و ترشح ميكيلودالتون كه پروكيموزين ناميده مي
والي به عنوان توالي سيگنال دوست در ابتداي ت اسيدامينه آب16

. ]4[ غشاي سلولي اهميت دارد ازاست، كه در ترشح كيموزين 
سازي اتوكاتاليتيك را  آنزيم فعالپيش) pH=5(در شرايط اسيدي 

 دالتون و 35600با وزن مولكولي (طي كرده و تبديل به كيموزين 
 337با  ب كيموزين كاذب تبديل به pH=2يا در )  اسيدآمينه323
هم كيموزين و هم كيموزين كاذب داراي . شوددآمينه مياسي

  ].5[كنندگي شير هستند فعاليت لخته
هاي تجاري  درصد از كل آنزيم60هاي پروتئوليتيك تقريبا آنزيم

آنزيم رنين نيز در گروه اين . شوندموجود در بازار را شامل مي
 قابل ها قرار دارد كه از منابع حيواني، گياهي و ميكروبيآنزيم

جداسازي شده از شيردان ) رنين(آنزيم كيموزين ]. 6[تهيه است 
كننده گوساله نشخواركنندگان به طور سنتي به عنوان آنزيم لخته

رسد كه حيواناتي به نظر مي. شودشير براي توليد پنير استفاده مي
منبع خوبي توانند ميمانند بوفالو، بز، خرگوش و گوسفند نيز 

 ولي به طور گسترده براي ،دنكننده شير باش لختهبراي تهيه آنزيم
مسايلي از قبيل ]. 5 [اندبرداري مورد بررسي قرار نگرفتهبهره

افزايش جمعيت، افزايش توليد محصولات لبني و كاهش تمايل به 
ذبح گوساله نشخواركنندگان براي تهيه مايه پنير به دليل بالا رفتن 

 عرضه مايه پنير ايجاد مصرف جهاني گوشت، مشكلات زيادي در

                                                            
1. Chymosin  
2.  pseudochymosin 

كرده و سبب به هم خوردن عرضه و تقاضاي اين ماده مهم و 
در واقع تعداد . ]8  و7[ است مورد نياز كارخانجات لبني شده

هاي شير و توليد لخته زيادي از پروتئازها قادر به تجزيه پروتئين
باشند، اما اين ويژگي به تنهايي جهت استفاده از آنها در در آن مي

-مايه پنير خوب بايد داراي ويژگي. صنعت پنيرسازي كافي نيست

 فعاليت انعقاد بالا، فعاليتهايي مثل حلاليت بالا در آب، 
-پروتئوليتيكي مناسب، ايجاد عطر و طعم مطلوب و قابليت نگه

علاوه بر اين، توليد آن نيز محدوديت نداشته . داري بالا باشد
 پروتئوليتيكي فعاليته دليل رنين حاصل از منابع گياهي ب. باشد

زياد و در نتيجه ايجاد تلخي در پنير به دليل آزاد سازي برخي 
چندان مورد هاي شير، پپتيدهاي نامطلوب در اثر تجزيه پروتئين

 صنايع شير همواره به دنبال به همين دليل. اند توجه قرار نگرفته
 جايگزين مناسبي براي آنزيم رنين بوده است و از اين نظر

كننده با منشاء ميكروبي از اهميت زيادي هاي لختهآنزيم
كه، بيش از يك سوم صنايع لبني در سراسر  طوري به . ندبرخوردار

 ].10 و 9[كنند ها استفاده ميجهان از رنين با منشاء ريزسازواره
 تحت 1970ي هاي مختلف از دهه از ريزسازوارهحاصلرنين 

 و غيره براي 2، فورماس1يلازهاي تجاري مختلف مانند رننام
هاي خاص مورد استفاده قرار گرفته است توليد پنيرهاي با ويژگي

ي با يهاها به عنوان سويهها و قارچ تعداد زيادي از باكتري].11[
پتانسيل بالا براي توليد كيموزين يا رنين ميكروبي و به عنوان 

 منشاء ريزسازواره با رنين. اندجايگزين براي رنين پيشنهاد گرديده
از جمله اين . اندبه دليل مزاياي آن بيشتر مورد توجه قرار گرفته

در هيدروليز پيوندهاي ) 1: توان به موارد زير اشاره كردمزايا مي
) 2؛ كنند  رنين حيواني عمل ميكازئين مشابه–پپتيدي در كاپا

توليدشان تجاري ) 3 رنين از محيط مايع آسان است؛ استخراج
 ي نسبت به فعاليت پروتئوليتيكآنكنندگي فعاليت لخته) 4ت؛ اس

   ].10 و 4[ زياد است
در حال حاضر صنايع لبني به طور گسترده از رنين ميكروبي توليد 

 رايزوموكور پوسيلوسشده از منابع قارچي به خصوص 
)Rhizomucor pussillus( ، رايزوموكور ميهي
)Rhizomucor miehei( ،يتيكا اندوتيكا پاراز(Endothica 

parasitica) ، آسپرژيلوس اوريزا)Aspergillus oryzae ( و
و نيز رنين نوتركيب توليد ) lactis Irpex (آيرپكس لاكتيس

اگرچه در اين مورد هم  .كند ها استفاده مي ريزسازوارهدرشده 
                                                            
1. Rennilase 
2. Formase 
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ممكن است مشكلاتي مثل بازده كم پنير توليد شده و گاهي طعم 
د داشته باشد ولي گزارشاتي در تهيه و مزه تلخ پنير وجو

آوري اصلاح شده در  بخش انواع پنير با استفاده از فن رضايت
هاي ميكروبي وجود دارد كه  توليد پنير با استفاده از روش

 ].7 و 5[تواند جايگزين پنير توليد شده به روش سنتي شود  مي
  موكورو ميهي رايزوموكورهاي  قارچ،هادر ميان ريزسازواره

 از مايه پنير تجاريكنند كه همانند   توليد ميمايه پنيري پوسيلوس
هاي  توليد تجاري قارچ.كنندگي سريع برخوردار است لخته

باشد جايگزين مناسبي براي رنين حيواني ميميهي  رايزوموكور
 جمعيت جهان از اين طريق  درصد33كه پنير بيش از  طوري به

   .]12 و 10، 7[ شودتوليد مي
ها  لعات متعدد نشان داده كه ميزان توليد رنين در ريزسازوارهمطا

به شدت تحت تاثير نوع و تركيبات محيط كشت و شرايط كشت 
رشد ] 13[فودا و همكاران به عنوان مثال . گيرد و رشد قرار مي

و توليد رنين در محيط تخميري جامد رايزوموكور ميهي قارچ 
 و صنعتي مختلف را تشكيل شده از محصولات جانبي كشاورزي

بيشترين مقدار آنزيم  نشان دادند كه مورد ارزيابي قرار داده و 
كننده شير با تنظيم شرايط رشد در محيط تخميري جامد با  لخته

] 14[ ساتيا و همكاران .شود توليد ميسوبستراي سبوس گندم 
هاي جامد تشكيل شده از ضايعات كشاورزي و  محيط كشتتاثير 

كنندگي آن در قارچ  لختهر توليد رنين و فعاليت صنعتي مختلف ب
Mucor circinelloides را بررسي نموده و گزارش نمودند 

كه محيط كشت تشكيل شده از پوسته حبوبات شرايط 
ايي را براي توليد تجاري اين محصول فراهم  اميدواركننده

براي توليد آنزيم لخته نيز  ]15[  و همكارانسيلوريا. آورد مي
 از دو نوع محيط كشت رايزوموكور ميهي شير از قارچ كننده

 و نشان  ه استفاده كردختلف متركيباتتخميري جامد و مايع با 
 محيط تخميري جامد محيط كشت مناسبي براي توليد اند كه داده

تاثير عوامل  در اين پژوهش ،بنابراين .باشدميدر اين قارچ رنين 
 محيط كشت تن رطوبازقبيل دماي كشت، ميزا(  محيطيمختلف

آنزيم توليد بر ) هاي فلزي به محيط كشت و اضافه كردن يون
كنندگي رنين توليد شده توسط قارچ  لختهفعاليتو   فعالرنين

كشت  و يك محيطمورد بررسي قرار گرفته  رايزوموكور ميهي
  . مايع ساده براي توليد رنين از اين قارچ توسعه داده شد

  
  

  هامواد و روش -2
 ميهي  رايزوموكوركشت قارچ  -2-1

 از كلكسيون ميكروبي مركز ملي ذخاير رايزوموكور ميهيقارچ 
 براي .گرديدصورت كشت فعال تهيه  ژنتيكي و زيستي ايران به

روي ] 16[ و كارانت مطابق روش تاكوربازيابي اسپور، قارچ 
 روز 4 به مدت C37˚  كشت، و در دماي أ PDA  كشتمحيط
  .داري شدنگه
 تهيه مايه تلقيح -2-2

-كشتليتر از  اسپور در ميلي106 تراكمسوسپانسيون اسپوري با 

 و به عنوان مايه تلقيح مورد استفاده ه چهار روزه تهيه شدهاي
  ].15[قرار گرفت 

  تهيه محيط كشت -2-3
سازي شرايط كشت براي توليد رنين، از دو نوع به منظور بهينه

  .كشت استفاده شد) بستر(محيط 
 250ر حالت جامد در مقياس آزمايشگاهي در ارلن مايرهاي تخمي
بستر (ليتر انجام گرفت و تأثير ميزان رطوبت محيط كشت ميلي
 روي توليد رنين بررسي كشت و دماي  تخمير، مدت زمان)كشت
 گرم كازئين و 2 گرم سبوس گندم، 15محيط كشت شامل . گرديد

سطوح (از آب مقطر با مقادير مختلفي   نرمال2/0اسيد كلريدريك 
مطابق روش  هامحيط كشت .بود)  درصد20 و 10، 5رطوبت 
 و هبا سوسپانسيون اسپوري تلقيح شد ]15[  و همكارانسيلوريا

 و 5به مدت زمان ) C 42˚ و C30 ، ˚C37˚ (در سه سطح دمايي 
  .داري شدند روز نگه10

در مقياس آزمايشگاهي در ارلن ) كشت مايع(تخمير حالت مايع 
 گرم 10محيط كشت شامل . ليتر انجام گرفت ميلي250ايرهاي م

 ميلي ليتر آب 100  در گرم گلوكز8 گرم تريپتون، 4سبوس گندم، 
به منظور بررسي تأثير مواد معدني بر توليد . مقطر استريل شده بود

گرم بر ليتر از كلريد منيزيم، كلريد منگنز يا  ميلي5/0رنين، 
سپس محيط . ايع اضافه گرديدسولفات مس به محيط كشت م

 (كشت با سوسپانسيون اسپوري تلقيح شد و در سه سطح دمايي 
˚C30 ، ˚C37 و ˚C 42 ( روز در شيكر 10 و 5به مدت زمان 

- در كليه آزمايش .داري شدند نگهدور در دقيقه  120انكوباتور با 

 C121˚ اتوكلاو با دماي با استفاده ازضدعفوني محيط كشت ها، 
   . دقيقه انجام گرفت15 اتمسفر به مدت 5/1و فشار 

                                                            
1. Potato Dextrose Agar  
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 تهيه عصاره آنزيمي -2-4

ليتر آب اتوكلاو شده به هر  ميلي60پس از اتمام زمان تخمير، 
 ساعت در دماي 6محيط كشت جامد افزوده شده و به مدت 

 مطابق روش پريتا و بوپاتيسپس، . گرديدداري آزمايشگاه نگه
هاي مايع  جامد و محيطمحلول حاصل از هر محيط كشت] 17[

با استفاده از كاغذ صافي فيلتر شده و به منظور حذف ذرات 
 دقيقه سانتريفوژ 30دور در دقيقه به مدت  6000كلوئيدي با 

 آنزيمي مورد عصارهمحلول به دست آمده به عنوان . گرديد
  .استفاده قرار گرفت

 كنندگي آنزيم رنين لختهفعاليتتعيين  -2-5

به . سنجيده شد] 6 [نندگي با استفاده از روش آريماك لختهفعاليت
ليتر شير شدن يك ميلي  زمان مورد نياز براي لختهاين صورت كه

گيري مورد اندازه)  كلسيم مولار كلريد01/0حاوي (بدون چربي 
عصاره ليتر سوبسترا با ، يك ميليبراي اين منظور. گرفتقرار 

 شير يادداشت شدنآنزيمي مخلوط شده و سپس زمان لخته
كنندگي رنين بر حسب واحد  لختهفعاليتبراي محاسبه . گرديد

  ]:12[ سوكسله از فرمول زير استفاده شد

    
 

دماي = Tحجم محلول آنزيم، = Eحجم شير، = Mكه در آن 
زمان لخته شدن شير برحسب ثانيه = tسوبسترا، -واكنش آنزيم

  . است
مقدار آنزيمي است كه يك طبق تعريف يك واحد سوكسله 

 47/1 گرم پودر شير بدون چربي و 1/0ليتر محلول حاوي ميلي
 دقيقه 40 طي مدت C37˚ كلسيم را در دماي كلريد گرم ميلي

  ].12[ كندلخته مي
  پروتئازي آنزيم رنينفعاليتتعيين  -2-6

براي . سنجيده شد] 6 [فعاليت پروتئازي با استفاده از روش آريما
 كازئين در بافر  درصديك ليتر از محلول ميلي5/2ر، اين منظو

ليتر عصاره  ميلي5/0به ) pH=7.5( مولار پتاسيم فسفات 02/0
 C37˚   دقيقه در دماي10مخلوط به مدت   وهشداضافه  آنزيم
ليتر محلول  ميلي5/2سپس با افزودن . داري گرديدنگه
سوبسترا -يم مولار به آن، واكنش آنز44/0كلرواستيك اسيد  تري

در دور  6000 دقيقه با 10 محلول واكنش به مدت .متوقف گرديد
دقيقه سانتريفوژ گرديد و محلول رويي براي ادامه آزمايش 

سه بار رقيق (ليتر معرف فولين سپس يك ميلي. گرديداستفاده 
ليتر  مولار به يك ميلي55/0ليتر سديم كربنات  ميلي5/2و ) شده

گيري به  و براي رنگهوق اضافه گرديداز محلول فيلتر شده ف
 جذب در نهايت،.  قرار داده شدC37˚  دقيقه در دماي 20مدت 

.  اسپكتروفتومتر خوانده شدبا استفاده از نانومتر 660محلول در 
  .]18 [ فرمول زير محاسبه شدبا استفاده ازواحد فعاليت آنزيم 

 

 
  

 )5/0(، )بر حسب ميلي ليتر(حجم كل واكنش ) 5/5(كه در آن 
بر (ن تجزيه شيميايي زما) 10( ،)بر حسب ميلي ليتر(حجم آنزيم 
 را نشان حجم استفاده شده در اسپكتروفتومتر) 1 (،)حسب دقيقه

ي ميزان تيروزين  نيز نشان دهندهµmole Tyrosine. دهدمي
نحني آزادسازي شده توسط آنزيم رنين است كه بر اساس م

 . محاسبه گرديد3استاندارد تيروزين با استفاده از فرمول شماره 
طبق تعريف يك واحد فعاليت آنزيمي، مقدار آنزيمي است كه 

 660قادر به آزادسازي يك ميكروگرم تيروزين در طول موج 
  ].5 و 6، 3[ باشدنانومتر مي

اعداد به دست آمده تقسيم  از ب PA/أ MCAهاي صفت داده
ها، محاسبه  فعاليت پروتئازي نمونهبركنندگي يت لختهبراي فعال

 . شد

ميزان تيروزين آزادسازي شده توسط  سازيمحاسبه و كمي براي
. آنزيم رنين از منحني كاليبراسيون تيروزين استاندارد استفاده شد

، 875/6، 375/1(هاي مختلف تيروزين براي اين منظور غلظت
 دقيقه 10به مدت هيه شده و  ت)مولارميكرو 55 و 5/27، 75/13

ليتر سديم كربنات  ميلي5 سپس. داري گرديد نگهC37˚ در دماي 
به ) سه بار رقيق شده(ليتر معرف فولين  مولار و يك ميلي55/0

 دقيقه در 20گيري به مدت مخلوط فوق اضافه شده و براي رنگ
 660 نوري آن در طول موج داري و جذب نگهC37˚ دماي 

 حاصل از آن براي 3سپس معادله شماره . گيري شددازهنانومتر ان
آزاد شده مورد استفاده ) بر حسب ميكرومول(محاسبه  تيروزين 

  ).1شكل (قرار گرفت 
Y= 0.003X+0.038  

                                                            
1. milk-clotting  
2. proteolytic  activity 
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غلظت تيروزين = Yها و جذب نوري نمونه= Xكه در آن 
  .دهدرا نشان مي) ميكرومولار(

  
Fig 1 Plot and regressin equation of  different 
tyrosine concentration vs. absorbance 660  nm  

 

تجزيه و تحليل آماري -3  
اين پژوهش در قالب فاكتوريل بر پايه طرح كاملاً تصادفي با 

 مدت و) سه سطح(، دما )هفت سطحدر  ( كشت محيطهاي عامل
براي بررسي اختلاف بين . گرفتانجام ) دو سطح(كشت زمان 

 General Linear Model به روش اريانس، تجزيه وتيمارها

(univariate) ها با استفاده از آزمون چند  و مقايسه ميانگين

 درصد و به كمك نرم افزار 5اي دانكن در سطح احتمال دامنه
SASآماري  SPSS 16.0 و 2/9 نسخه  براي رسم .  انجام شد

Excelنمودارها از نرم افزار  با توجه به اين كه .  استفاده شد
MCA/PAصفت  ضريب تغييرات براي اين  زياد بود بنابراين 

.گرديد استفاده جذر ها به روشاز تبديل دادهصفت   
  

  نتايج و بحث -4
 فعاليتكنندگي، ها نشان داد كه فعاليت لختهتجزيه واريانس داده

تحت تأثير  داريبه طور معني MCA/PAو نيز نسبت پروتئازي 
اثر متقابل محيط مان تخمير، مدت ز ، محيط كشتنوع و تركيب

مدت زمان × محيط كشت ، مدت زمان تخمير× دما دما، × كشت 
بين  . قرار گرفتمدت زمان تخمير× دما × محيط كشت  تخمير،

-لختهداري از نظر فعاليت دماهاي مختلف تخمير تفاوت معني

كنندگي و فعاليت پروتئازي وجود نداشت ولي نسبت 
MCA/PAتحت تأثير دماي تخمير قرار داري به طور معني 

 ). 1جدول (گرفت 

  
Table 1 Variance analysis of milk- clotting and protease activity (MCA and PA) and MCA/PA ratio of 

Rhizomucor miehei extract under different culture condition 
Mean of Squares SOV df MCA  PA  MCA/PA 

Medium (A)  6  2.11٭٭  171396.41٭٭  3185.93٭٭  
Culture time (B)  1  0.205  2160.63٭  1290.17٭٭ ns  
Temperature (C) 2  107.55 ns  57.64 ns  0.491٭٭  

A×B  6  0.289٭٭  1926.89٭٭  318.73٭٭  
A×C  12  0.332٭٭  3617.41٭٭  259.72٭٭  
B×C  2  0.303٭٭  3550.13٭٭  668.82٭٭  

A×B×C  12  0.297٭٭  5413.60٭٭  336.17٭٭  
Error  84  43.31  397.57  0.0552  

CV(%)    21.94  12.68  23.04 
ns, * and **: Non significant and significant at 5% level of probability and significant at 1% level of probability, 

respectively. 
كننده شير در  مناسب براي توليد آنزيم لختهرهيافتانتخاب 

از  عوامل متعددي دارد كهبه بستگي يند محيط تخميري فرآ
در دسترس بودن مواد تشكيل دهنده  توان به مهمترين آنها مي

در اين تحقيق از . ]19 [اشاره كرد موردنيازهزينه كشت و  محيط
هاي   استفاه گرديد و تأثير يونسبوس گندم براي تهييه بستر كشت

توليد رنين بررسي  ان تخمير و دماي كشت برفلزي، مدت زم
شود محيط كشت  مشاهده مي2كه در شكل طور همان .گرديد

ها  نسبت به ساير محيط درصد5جامد با رطوبت ) بستر كشت(
اضافه كردن . دهدكنندگي را نشان ميبيشترين فعاليت لخته

به ) كلريد منيزيم، كلريد منگنز و سولفات مس(هاي فلزي  يون
 باعث بهبود و ايزوموكور ميهيرتركيب محيط كشت مايع قارچ 

كنندگي افزايش توليد آنزيم رنين و در نتيجه افزايش فعاليت لخته
 مايع حاوي كلريد منيزيم هاي محيط كشتدر بين. گرددمي

و محيط مايع حاوي هاي فلزي  يونبدون  مايع نسبت به محيط
 را نشان تريكنندگي بالاكلريد منگنز و سولفات مس فعاليت لخته

كه عصاره قرچي حاصل از محيط كشت جامد با به طوري. ددا
 درصد و محيط كشت مايع حاوي كلريد منيزيم 10رطوبت 

فعاليت ترين كم. كنندگي يكساني را نشان دادندفعاليت لخته



 ...عوامل موثر بر توليد و فعاليت آنزيم لخته كننده شيرنه راشدي و همكاران                                                             پروا

  194

هاي فلزي  يونكنندگي شير در محيط كشت مايع فاقد لخته
ناتا و با نتايج تحقيقات ويشوااين نتايج  ).2شكل (مشاهده شد 

، پريتا و Aspergillus oryzaروي قارچ ] 20[همكاران 
روي ] 22[ نواني و همكاران  و موكور ميهيروي] 21[همكاران 

 ]23 [چون-جينگ و چنگ-پي. مطابقت دارد موكور پوسيلوس
 Amylomycesكننده شير از نيز در مطالعه توليد آنزيم لخته

rouxiiاندارش نموده در محيط مايع برنج نتايج مشابهي گز.  
حاوي  مايع شود محيط كشت مشاهده مي2با توجه به شكل 

-كلريد منيزيم بيشترين فعاليت پروتئازي را دارد كه اختلاف معني

 ولي نسبت به ساير داشتهداري با محيط مايع حاوي كلريد منگنز ن
 با وجود .باشد ميدارتفاوت معني داراي هاي مايع كشت محيط

 فعاليت پروتئازي عصاره حاصل از ،ت جامداين، در محيط كش
داري بيشتر  رطوبت به طور معني درصد10محيط كشت حاوي 

  .  رطوبت بود درصد20 و  درصد5از محيط كشت جامد با 
داري نسبت  به طور معني درصد5محيط كشت جامد با رطوبت 

MCA/PAها نشان داد  بالاتري را نسبت به ساير محيط كشت
 از  درصد20 و  درصد10امد با رطوبت  محيط كشت جليو

 در محيط مايع، .برخوردار بودنديكساني  MCA/PAنسبت 
كه به  ددن نشان دايكساني را MCA/PA  نسبتهاتمامي محيط
 محيط كشت جامد MCA/PAداري كمتر از نسبت طور معني

  ).2شكل (بود 
  

Fig 2 Effect of different medium compositions on the 
activity of rennin produced by Rhizomucor miehei. 
Different letters show significant differences based 

on Duncan’s multiple range test (P≤0.05).  
 

كنندگي  روزه فعاليت لخته10هاي حاصل كشتعصاره آنزيمي  
ي كه فعاليت پروتئاز در حالي.  روز نشان داد5بالايي را نسبت به 

داري بيشتر از  روزه به طور معني5هاي در كشتعصاره آنزيمي 
 ). 3شكل ( روزه بود 10هاي كشت

 و )كشت (محيط كشت، دماي تخمير بررسي تركيب تيماري
كنندگي در مدت زمان تخمير نشان داد كه بيشترين فعاليت لخته

 روز تخمير در 10 درصد در مدت زمان 5محيط جامد با رطوبت 
داري با همان  به دست آمد كه اختلاف معنيC 37˚ يا 30دماهاي 

 نداشته ولي C 42˚ روز در دماي 10محيط كشت در مدت زمان 
كمترين فعاليت . داري بيشتر از ساير تيمارها بودبه طور معني

 10 يا 5 و مدت زمان C 30˚ مايع با دماي كنندگي در محيطلخته
و نيز محيط مايع  روز 10 در مدت زمان C 42˚و دماي روز 

 روز مشاهده 5 و مدت زمان C 37˚حاوي سولفات مس با دماي 
هاي جامد با افزايش علاوه براين، در اكثر محيط كشت. گرديد

كنندگي عصاره قارچ  روز فعاليت لخته10مدت زمان تخمير به 
البته در برخي از محيط . داري افزايش يافته استنيز به طور معني

 ).2جدول (ز چنين حالتي وجود دارد هاي مايع نيكشت

  

  
Fig 3 The effect of culture duration on the activity of 
of rennin produced by Rhizomucor miehei. Different 

letters show significant differences based on 
Duncan’s multiple range test (P≤0.05). 
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Table 2 The effects of different factors on milk-clotting and protease activity (MCA and PA) and 
MCA/PA ratio of Rhizomucor miehei extract 

Culture media  
%miosture & 

metal ions 
Temperature 

)˚C(  
Time (day)  MCA (S. U.)  PA (Unit/ml) MCA/PA  

Solid  %5  30  5  44.76bcd 15.88lm 2.91b  

Solid %5 30  10  61.25a  28.23lm 2.19bcd  

Solid %5 37  5  40.87b-f  8.43m 5.01a 

Solid %5 37  10  60.78a  45.22lm 1.34c-g  

Solid %5 42  5  39.13c-f  82.25jk 0.486f-k  

Solid %5 42  10  52.19ab  94.11j 0.571e-k  

Solid %10  30  5  35.72d-g  195.68ghi 0.188h-k  

Solid %10  30  10  42.37b-e  19.67lm 2.62bc  
Solid %10  37  5  36.97c-f  33.24lm 1.11d-j  

Solid %10  37  10  34.89d-g  92.88j 0.375g-k  

Solid %10  42  5  33.84d-g  49.13kl 0.729e-k  

Solid %10  42  10  42.9b-e  111.1j 0.394g-k  

Solid %20  30  5  36.66c-f  32.51lm 1.14d-i  

Solid %20  30  10  23.06ghi  29.82lm 0.815e-k 

Solid %20  37  5  32.58d-h  24.93lm 1.62b-f  

Solid %20  37  10  48.88bc  31.28lm 1.68b-e  

Solid %20  42  5  32.27d-h  30.31lm 1.18d-h  

Solid %20  42  10  13.53ij  54.02kl 0.251h-k  

Liquid  -  30  5  10.02jk  220.2d-g 0.071k  

Liquid -  30  10  0k  210.8g-i 0k  
Liquid -  37  5  0k  221.59d-g 0k 

Liquid -  37  10  28.67fgh  228.19c-g 0.123k 

Liquid -  42  5  15.66ij  230.27c-g 0.068k  

Liquid -  42  10  0k  258.5bcd 0k 
Liquid MgCl2  30  5  32.58d-h  264bc 0.123k  

Liquid MgCl2  30  10  36.97c-f 223.06d-g 0.167ijk  

Liquid MgCl2  37  5  31.64d-h  300.06a 0.105k  

Liquid MgCl2  37  10  33.84d-g 266.11c-g 0.149jk  

Liquid MgCl2  42  5  42.67b-e  229.9c-g 0.246h-k  

Liquid MgCl2  42  10  41.36b-f  246.77b-f 0.172ijk 

Liquid MnCl2  30  5  9.08jk  254.3bcd 0.047k  
Liquid MnCl2 30  10  23.06ghi 231.98b-g 0.099k  

Liquid MnCl2 37  5  15.66ij  269.5ab 0.058k  

Liquid MnCl2 37  10  11.9ijk  251.17b-e 0.048k 

Liquid MnCl2 42  5  20.55hij  226.97c-g 0.090k  

Liquid MnCl2 42  10  36.66c-f 181.74hi 0.202h-k  

Liquid CuSo4  30  5  11.77ijk  212.3e-h 0.055k 

Liquid CuSo4 30  10  30.08e-h  248.84b-f 0.121k 

Liquid CuSo4 37  5  0k  259.3bcd 0k  

Liquid CuSo4 37  10  43.24b-e  226.6c-g 0.190h-k  

Liquid CuSo4 42  5  40.1b-f  226.72c-g 0.176ijk  

Liquid CuSo4 42  10  31.33e-h  172.94i 0.181ijk 

* In each column means followed by the same letter are not significantly different based on Duncan’s multiple range 
test (P≤0.05) 

بيشترين فعاليت پروتئازي در محيط كشت مايع حاوي كلريد 
 روز به دست آمد كه 5 و مدت زمان C 37˚منيزيم در دماي 

داري با محيط كشت مايع حاوي كلريد منگنز در اختلاف معني
داري ي روز نداشته ولي به طور معن5 و مدت زمان C 37˚دماي 

 5بر عكس، محيط كشت جامد با . بيشتر از ساير تيمارها بود
 كمترين C 37˚ روز و دماي 5درصد رطوبت در مدت زمان 

داري با محيط فعاليت پروتئازي را نشان داد كه اختلاف معني
 و 5 و مدت زمان C 30˚ درصد در دماي 5جامد داراي رطوبت 
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 و C 37˚ در دماي درصد 5 روز، محيط جامد داراي رطوبت 10
 درصد در 10 روز، محيط جامد داراي رطوبت 10مدت زمان 

 10 روز، محيط جامد حاوي رطوبت 5 و مدت زمان C 37˚دماي 
هاي جامد داراي رطوبت  و تمامي محيطC 30˚درصد در دماي 

 روز نداشته 10 در مدت زمان C 42˚ درصد به غير از دماي 20
  ).2جدول (ساير تيمارها بود داري كمتر از ولي به طور معني

 در محيط كشت جامد با رايزوموكور ميهيعصاره آنزيمي قارچ 
 C37˚  روز و دماي 5 درصد، مدت زمان تخميري 5رطوبت 

داري  را داشت كه به طور معنيMCA/PAبيشترين نسبت 
به طور كلي نسبت ). 2جدول (بيشتر از ساير تيمارها بود 

MCA/PAهاي ع كمتر از محيط كشتهاي ماي در محيط كشت
 . جامد بود

. يكي از مهمترين پارامترها در كنترل فرآيندهاي زيستي استدما 
 ميزان آنزيم توليد شده توسط افزايش يا كاهش دماي كشت

 مطالعات متعددي نشان .دهدها را تحت تأثير قرار ميريزسازواره
ها عمدتاً تحت كننده شير در ريزسازوارهداده كه توليد آنزيم لخته

بر اساس نتايج  ].25 و 24، 16[گيرد تأثير دماي كشت قرار مي
داري بين كنندگي اثر متقابل معنياين تحقيق، از نظر فعاليت لخته

كه در محيط محيط كشت و دماي كشت وجود داشت به طوري
 درصد رطوبت بين دماهاي كشت اختلاف 5جامد حاوي كشت 

ولي در ). 2شكل (داري وجود نداشت قابل ملاحظه و معني
 درصد رطوبت به ويژه در 20 يا 10محيط كشت جامد حاوي 

اي  روزه بين دماهاي كشت اختلاف قابل ملاحظه10هاي كشت
 درصد 10براي مثال در محيط جامد حاوي . وجود داشت
 روزه در دماي 10هاي جامد كنندگي كشتيت لختهرطوبت فعال

علاوه براين، ). 2جدول ( بود C 37˚ بيشتر از دماي C 42˚ و 30
 C˚در محيط مايع حاوي كلريد منيزيم و كلريد منگنز در دماي 

). 2جدول ( فعاليت پروتئازي بيشتر از ساير دماهاي كشت بود 37
-و توليد آنزيم لخته دماي بهينه براي رشد نيز در تحقيقات قبلي

 C 42˚ تا C 40˚ ميهي رايزوموكوركننده شير توسط قارچ 
هاي ديگر نيز  در ريزسازواره]. 30 و 16، 13[گزارش شده است 

كننده شير مورد دماي بهينه براي رشد و توليد بهينه آنزيم لخته
  توليد بهترين دماي رشد برايبراي مثال،. برسي قرار گرفته است

] C 50] 26˚ رايزوموكور پوسيلوسكننده شير در قارچ آنزيم لخته
 گزارش شده ]C 55 ]20˚ يلوس اوريزاژآسپربراي رشد قارچ و 

در  هكننددماي بهينه براي توليد آنزيم لختهولي . است
Enterococcus faecalis TUA2495L  گزارش شده است

] 28[ Rhizopus oryzaدماي بهينه رشد براي كه  درحالي .]27[
  .]29 [باشدمي C 60˚ برابر  Bacillus sphaericusو 

 و توليد قارچ فاكتور براي رشد نيز از عوامل موثرسطح رطوبت 
در تحقيق  .باشدميكننده در محيط تخميري جامد آنزيم لخته

ي  عصارهMCA/PAنسبت كنندگي و حاضر فعاليت لخته
  درصد به طور5 در رطوبت رايزوموكور ميهيآنزيمي قارچ 

هايي با درصد رطوبت بالاتر بود داري بيشتر از محيط كشتمعني
به عبارت ديگر با افزايش ميزان رطوبت ). 2 و جدول 2شكل (

 MCA/PAنسبت كنندگي و محيط كشت جامد فعاليت لخته
عصاره اين در حالي است كه فعاليت پروتئازي . كاهش يافت

د در  درص5هاي حاوي رطوبت  محيط كشتآنزيمي حاصل از
داري كاهش يافت  درصد به طور معني10مقايسه با رطوبت 

كنندگي رنين توليدي كه علت آن افزايش فعاليت لخته) 2شكل (
چنين نتايجي توسط لخا و . باشدنسبت به فعاليت پروتئازي مي

گزارش شده است به  نيز Aspergillus nigerلونسان در 
ميري جامد نسبت كه بيشترين فعاليت آنزيم در محيط تخطوري

در قارچ پوسيدگي سفيد ]. 31[به محيط مايع مشاهده شد 
)White Rot Fungi ( نيز در رطوبت پائين بيشترين فعاليت

آنزيم مشاهده شد در صورتيكه در رطوبت بيشتر رشد ميسيليوم 
 فرآيند تخمير كهبا توجه به اين]. 32 [ه استقارچ افزايش يافت

فاوت است، رشد ميكروبي و فرآيند محيط جامد با محيط مايع مت
نزديكي سطح ذراتي كه رطوبت كمي محيط جامد در در تخمير 

-در سطوح رطوبتي متفاوت، فعاليت]. 17[گيرد دارند صورت مي

 كنندهلخته و در نتيجه سنتز آنزيم موجود زندههاي متابوليتيكي 
منجر به به طوري كه رطوبت پايين . گيردتحت تأثير قرار مي

و باعث شده  جامد ش حلاليت مواد مغذي موجود در محيطكاه
 مقدار رطوبت بيشتر باعث كاهش  وشودافزايش تنش آب مي

 ساختار ذرات، افزايش چسبندگي، كاهش بين رفتنتخلخل، از 
ها مقدار اكسيژن، كاهش تبادل گازها و افزايش تشكيل ميسيليوم

   ].13[شود مي
اي توليد بهينه پروتئازها مورد هاي فلزي در محيط تخميري بريون

- هاي ژنوتيپي مختلف به يونبا اين حال پاسخ گونه. ندنياز هست

بر اساس نتايج . استمتفاوت   براي توليد آنزيمهاي فلزي خاص
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هاي فلزي به محيط كشت  حاصل از اين تحقيق، اضافه كردن يون
 MCA/PAنسبت كنندگي و فعاليت لخته بهبودباعث مايع 
محيط ). 2شكل ( گرديد رايزوموكور ميهي آنزيمي قارچ يعصاره

داري بيشتر از محيط مايع مايع حاوي كلريد منيزيم به طور معني
-اين در حالي است كه فعاليت لخته. باشدهاي فلزي مي فاقد يون

داري تحت تأثير اثر متقابل بين محيط كشت كنندگي به طور معني
كه به طوري.  قرار گرفتهاي فلزي موجود در محيط كشتو يون

 5در محيط كشت مايع حاوي سولفات مس در مدت زمان كشت 
چنين محيط مايع حاوي  و همC 42˚ و 30 روزه و دماهاي 10و 

 روزه 10 و 5 و مدت زمان كشت C 42˚كلريد منيزيم در دماي 
تأثير  ).2جدول (كنندگي بيشتري مشاهده گرديد فعاليت لخته

هاي كننده شير در ريزسازوارهيد آنزيم لختههاي فلزي بر توليون
هاي ردن يوناضافه ك.  استمورد بررسي قرار گرفتهمختلف 

كننده شير در منيزيم، كلسيم و مس باعث افزايش توليد آنزيم لخته
 ].25[ گرديده است Rhizomucor circinelloidesقارچ 

 محيط  نشان دادند كه اضافه كردن سديم به]34[نيگام و همكاران 
كنندگي آنزيم رنين در كشت باعث كاهش فعاليت لخته

Bacillus subtilis گزارش شده كه افزودن منيزيم .شودمي ،
 Trametes ostreiformisمنگنز و كلسيم در محيط كشت 
شود، در حالي كه شير ميكننده موجب افزايش توليد آنزيم لخته

 آنزيم افزودن مس، روي، كبالت و آهن موجب كاهش توليد
   ].23[شود كننده شير ميلخته

بر اساس نتايج به دست آمده از اين تحقيق، بيشترين فعاليت 
 و رايزوموكور ميهي روز پس از كشت قارچ 10كنندگي در لخته

- به طوري.از كشت مشاهده شد  روز بعد5فعاليت پروتئازي در 

 نيز كنندگي و پروتئازي تحت تأثير اثرات متقابلكه فعاليت لخته
 پس از كشت بيشترين فعاليت را نشان 5 و 10در مدت زمان 

 بيشترين Mucor circinelloidesدر ). 2جدول (دادند 
 گزارش روز بعداز كشت 5در مدت زمان  كنندگيلخته فعاليت

 بيشترين نيز كاظمي وايساري و همكاران نشان ].52[شده است 
  روز بعد4در را  رايزوموكور ميهيكنندگي در قارچ فعاليت لخته

با افزايش مدت زمان تخمير  ].35 [اند گزارش كردهاز كشت 
يابد كنندگي آنزيم رنين به طور محدودي افزايش ميفعاليت لخته

، 3[باشد كه در مقايسه با افزايش فعاليت پروتئازي بسيار كم مي
  ].36  و21، 13

با مقايسه نتايج تخمير حالت جامد و تخمير حالت مايع در 
 در كشت MCA/PA كه نسبت گرديدرايط بهينه مشاهده ش

دليل كه ) 2جدول  (مايع نسبت به كشت حالت جامد كمتر است
 تغيير در فعاليت پروتئازي آنزيم حاصل از تخمير تواندآن مي
مايع به دليل توليد كشت در روش رسد كه به نظر مي. باشد

صاصي و در هاي پروتئوليتيك غير اختمقادير بالاتري از آنزيم
 MCA/PAنتيجه توليد رنين با فعاليت پروتئازي بالاتر، مقدار 

 و 38، 37[د يابنسبت به روش تخمير حالت جامد كاهش مي
كنندگي  رنين توليد شده از نظر فعاليت لخته از طرف ديگر.]39

نيز فعاليت كمتري نسبت به آنزيم حاصل از تخمير حالت جامد 
لت جامد در توليد رنين از به طور كلي، تخمير حا دارد

 وري حجمي بالاتر و مطلوب بودنل بهره، به دليرايزوموكور ميهي
 در مقايسه با كشت مايع MCA/PAكيفيت رنين توليدي از نظر 

  ].39  و38، 6 [از كارايي بالاتري برخوردار است
  

   كلينتيجه گيري -5
 يهيرايزوموكور ميك محيط مايع ساده براي توليد رنين از قارچ 

هاي فلزي مختلف بر توليد رنين و  پيشنهاد شده و تأثير يون
 بر اساس نتايج اين تحقيق .فعاليت آن مورد ارزيابي قرار گرفت

دماي تخمير، مدت زمان تخمير و رطوبت از قبيل (شرايط كشت 
  توليد و فعاليت آنزيم رنيننقش مهمي در ميزان) محيط كشت

بيشترين فعاليت كه  يبطور. داردرايزوموكور ميهي قارچ 
به همراه كمترين فعاليت MCA/PA و نسبت كنندگي  لخته

 5پروتئازي عصاره آنزيمي در محيط كشت جامد با رطوبت 
 C 42˚ تا C 30˚ روز تخمير در دماهاي 10درصد در مدت زمان 

 رايزوموكور كنندگي عصاره آنزيمي قارچ  فعاليت لخته.بدست آمد
فعاليت . شتر از محيط مايع است در محيط كشت جامد بيميهي

پروتئازي آنزيم رنين توليد شده در محيط كشت مايع افزايش و 
 كه باعث كاهش كيفيت هكنندگي آنزيم كاهش يافتقدرت لخته

با اين حال . شودمي) نرمي پنير و افزايش تلخي(وليدي پنير ت
 رايزوموكور هاي فلزي به محيط كشت قارچ اضافه كردن يون

  .كنندگي گرديد بهبود قدرت لخته باعثميهي
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Rennin produced by Rhizomucor miehei due to the higher milk- clotting activity and heat resistance, and 
lower protease activity has been attracted the most attention in cheese production industry in comparison 
with other fungal proteases. In this study,  the effects of different factors including moisture content of 
solid medium (5, 10 and 20 %), culture temperature (30 ˚C, 37 ˚C and 42 ˚C), metal ions (magnesium 
chloride, copper sulfate, manganese chloride) in liquid medium and culture period (5 and 10 days) on 
production of milk- clotting  enzyme in Rhizomucor miehei were investigated. The results showed that 
milk- clotting and protease activity, and MCA/PA ratio of Rhizomucor miehei rennin were significantly 
influenced by aforementioned factors.  The milk- clotting activity and MCA/PA ratio of rennin obtained 
from solidified medium were significantly higher than those of liquid medium. Rennin production by 
Rhizomucor miehei and its milk- clotting activity was improved by addition of metal ions to the liquid 
medium. Among the liquid media, medium containing magnesium chloride led to the higher clotting 
activity as compared with media without metal ions and supplemented with copper sulfate and manganese 
chloride. The highest milk- clotting activity was achieved on solid medium with 5% moisture content and 
10 days culture at 30, 37 or 42 ˚C, which was significantly higher than that of other treatments.  
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