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  .، گروه علوم و صنايع غذاييدانشكده كشاورزي دانشيار، دانشگاه تربيت مدرس، -2

)16/8/90 :رشي پذخي  تار6/11/89: افتي درخيتار(  

  
 چكيده

 درخت در اين بين خاك.  خرمالو و گردو صورت پذيرفتر، انگور،در اين تحقيق جداسازي ريزسازواره هاي توليد كننده سلولاز از خاك درختان انا 
 مورد از اين كپك ها 3نوع كپك از اين خاك جداسازي گرديد كه  7تعداد . انتخاب گرديدر، خرمالو به دليل دارا بودن تعداد قارچ هاي سلولوليتيك بيشت

 Aspergillusلولازي  تعيين هويت شدند به ترتيب فعاليت س18srRNAاين سه قارچ كه با روش . داراي فعاليت سلولازي مناسبتري نسبت به بقيه بودند

niger MZM 89-a2 ،Penicillium decumbens ZHE 89-p3، Penicillium decumbens MMH 89-p1 عاليت فميزان . مي باشند
 و  Avicelase6605/1 ،3869/3  ،1451/1       وU/g ( :FPA 1671/3 ،5740/3 ،1812/3 (بدين قرار مي باشدبه ترتيب سلولازي اين قارچ ها 

CMCase  950/2 ،26440/0 ،4604/0. همچنين Response surface methodology (RSM) جهت ارزيابي اثر عوامل مختلف مانند محتواي 
 توليد سلولاز بهينه درمقادير .  مورد بررسي قرار گرفتFPA Aspergillus niger MZM 89-a2 بر روي ميزان فعاليت ، دما و اندازه ذرات،رطوبتي

مي ) U/g (35/4در اين حالت ميزان  فعاليت سلولاز .  مي باشد28/1 و 62/66 ٪ 28،/49 به ترتيب (C) و اندازه ذرات (B)طوبتي  محتواي ر ، (A)دما
. شد) U/g (4/42ميزان فعاليت آنزيم در شرايط آزمايش .  آزمايشي در شرايط مقادير بهينه پيش بيني شده براي هر عامل انجام گرفت،براي تاييد مدل .باشد

  . كارايي مدل ارائه شده را تاييد مي كند،ه مقايسه آن با مقدار پيش بيني شدهك
 

  .FPA ، بهينه سازي،جداسازي ، سلولاز، خاك،قارچ :كليد واژگان
  
  
  
  

                                                            
  Hamidi_z@modares.ac.ir   ∗ : مسئول مكاتبات
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   مقدمه-1
ليگنوسلولزها به عنوان يكي ازمنابع عمده بيولوژيكي قابل تجديد 

 .]1[مي آيندهستند كه به طور مداوم به وسيله فتوسنتز به وجود 
ساليانه مقدار زيادي باقي مانده محصولات كشاورزي مثل كاه 

.  ساقه ذرت و پوست بادام زميني توليد مي شود، كاه برنج،گندم
اما اين مواد به طور معمول در مزارع سوزانده مي شوند كه نتيجه 

از . آن بهره برداري پايين از انرژي و آلودگي محيط زيست است
 بحران انرژي و آلودگي محيط زيست در ، غذاطرف ديگر كمبود

حال حاضر مشكلات عمده همه دنياست كه بهره برداري از 
 بسپار بدون شاخه از ،سلولز ].2[ سلولز را ضروري مي سازد

گلوكز كه به وسيله -D-گلوكز است كه از واحدهاي آنهيدرو
 هم مرتبط شده اند تشكيل گلوكوزيد به-β-D-4و1باندهاي 

ده ه مي تواند به وسيله آنزيم هاي تجزيه كننك ،]3[شده است 
  .]4[سلولز آبكافت شود 

راههاي متداول شكستن سلولز براي تبديل آن به گلوكز تيمار 
اسيدي و آبكافت آنزيمي است كه در مقايسه با تيمار اسيدي 
آبكافت آنزيمي انرژي كمتري را مصرف مي كند و با محيط 

نزيمي كامل مواد سلولزي به انواع آبكافت آ .] 5[سازگارتر است 
  :مختلفي از سلولازها نياز دارد

 ،)گلوكانوهيدرولاز4--گلوكان-β-D-4و1(اندوگلوكاناز 
و  )گلوكان گلوكوهيدرولاز-β-D-4و1(اگزوسلوبيوهيدرولازها 

 ).گلوكوزيداز گلوكانوهيدرولاز-β-D(گلوكوزيدها 
در مولكول  را 4وβ-1اندوگلوكانازها به طور تصادفي باندهاي 

براي اندازه گيري اين آنزيم از كربوكسي  ،سلولز آبكافت مي كند
متيل سلولاز به عنوان سوبسترا استفاده مي شود كه به همين دليل 

اگزوسلوبيوهيدرولازها در بيشتر  . مي نامندCMCaseآن را 
 كه جهت اندازه گيري موارد يك واحد سلوبيوز را آزاد مي كند

 و در آخر وان سوبسترا استفاده مي شود به عنAvicelآن از 
 ،گلوكزيداز به گلوكز تبديل مي شود-βسلوبيوز به وسيله كاربرد 

همچنين ميزان فعاليت هر سه آنزيم را به طور همزمان با استفاده 
 FPAseاز كاغذ صافي اندازه گيري مي كنند كه به اين روش 

  .]4،6،7[گويند 
هستند كه به طور وسيعي سلولازها مهمترين آنزيم هاي تجاري 

 تخمير الكلي ، پالپ و كاغذسازي، نساجي،در صنعت غذا

 صنايع آبجوسازي و مالت سازي استفاده مي ، داروسازي،غلات
  .]8[شوند

اما بزرگترين مشكل در راه كاربرد صنعتي اين آنزيم ها قيمت بالا 
سلولازها آنزيم هاي نسبتا . ]9[و راندمان كم توليد آن هاست

 هستند و هر كاهش قابل ملاحظه در قيمت آنها براي گراني
پس به طور خلاصه از . استفاده هاي تجاري مهم خواهد بود

طرفي بهبود اقتصادي در توليد سلولاز براي كاهش قيمت آن و از 
طرف ديگر به منظور نقش آنزيمي سلولاز براي رسيدن به سطح 

 باعث شده ،متر با ميزان سلولاز مورد استفاده ك،آبكافت بالاتر
است كه هنوز مطالعات و تحقيقات بر روي سلولاز و يافتن سويه 

 ،در سالبراي مثال  .]7[اي با توليد سلولاز بالاتر ادامه يابد 
2006Chang قارچ هايي ، و همكاران از چوب ذرت كپك زده 

با فعاليت بالاي سلولازي جداسازي نمودند كه به وسيله آناليز 
 يكي از قارچ ها با S rRNA18الي يابي ژن مورفولوژيكي و تو

 Aspergillus glaucus به عنوان ،بالاترين فعاليت سلولاز

XC9بالاترين ،همچنين طي مطالعات بعدي.  نامگذاري شد 
 U/g dry(، FPA 812/6(فعاليت كربوكسي متيل سلولاز 

)172U/g dry ( 5/5-6در pH=، دماي C 30  و دوره كشت ْ
  .]2[ روز حاصل شد 4-3

 شرايط كشت براي توليد سلولاز به وسيله دو 2006،در سال 
 تحت شرايط تخمير Trichoderma reeseiسويه جهش يافته 

 كه در آن از سبوس برنج ،حالت جامد مورد بررسي قرار گرفت
 براي توليد سلولاز استفاده تريكودرمابه عنوان سوبستراي قارچ 

 روي فعاليت ،طوبتيبررسي ها نشان داد ميزان محتواي ر. شد
 و ميزان محتواي رطوبتي و T. reesei QM9414سلولازي 

  موثر بود.reesei  MCG77     T   روي فعاليت سلولازي،دما
]10[.  

 Trichodermaاثر شرايط كشت روي فعاليت سلولاز به وسيله 

reeseiبه عنوان محيط كشت ، رشد كرده روي سبوس برنج 
ن شرايط كشت مورد تحقيق شامل اي. مورد ارزيابي قرار گرفت

 سرعت هوادهي و زمان برداشت بود كه اثر آن بر ،اندازه ذرات
 كربوكسي  Filter paperase (FPA)،  (CMCase)فعاليت 

نتايج اين .  مورد بررسي قرار گرفتAvicelaseمتيل سلولاز و 
تحقيق نشان داد كه سرعت هوادهي و اندازه ذرات اثر معني داري 

 و اندازه ذرات و زمان برداشت اثر FPAت سلولاز بر روي فعالي

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

19
 ]

 

                               2 / 9

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-8362-fa.html


  1392، پاييز10دوره  ،40شماره     غذايي                                                                               صنايع و علوم فصلنامه
 

 
 

 

95

 داشت Avicelase و  CMCaseمعني داري روي فعاليت 
]11[.  

 1384در تحقيق ديگري كه توسط صارم نژاد و همكاران در سال 
نوروسپورا  امكان توليد سلولاز با استفاده از قارچ ،انجام شد
ات رسيد كه در به روش تخمير حالت جامد نيز به اثباينترمديا 

اين تحقيق از كاه برنج و باگاس نيشكر به عنوان سوبسترا استفاده 
داده هاي حاصل از اين تحقيق نشان داد كه بهترين شرايط . شد

 روزه 6 كشت نوروسپورا اينترمديابراي توليد آنزيم سلولاز توسط 
   .]12[قارچ مذكور روي سوبستراي كاه برنج تيمار شده با قليا بود 

نون در كشور تحقيقات زيادي بر روي سلولاز انجام شده و تاك
توليد سلولاز ريزسازواره هاي مختلفي بر روي محيط  ميزان

 مورد بررسي و همچنين بهينه سازي شرايط كشت هاي متفاوت
كشت اين ريز سازواره ها براي توليد بالاتر سلولاز مورد توجه 

ي بومي توليد ولي جداسازي ريزسازواره ها. قرار گرفته است
 كمتر مورد توجه بوده ،كننده سلولاز از يك ماده حاوي سلولز

بنابراين با توجه به اهميت سلولازها در صنايع مختلف از . است
 ضروري است ريزسازواره هاي بومي كه ،جمله صنايع غذايي

 قرار قادر به آبكافت ليگنوسلولازها باشند شناسايي و مورد بهره
 .   گيرند

استا سويه هايي از ريزسازواره هايي كه سلولاز بيشتري در اين ر
توليد مي كنند از نمونه هاي خاك جداسازي شده تا اطلاعات 

مفيدي در اختيار محققيني كه در اين زمينه علاقه مند به كار 
هستند قرار گرفته و همچنين زمينه مساعدي براي توليد اين آنزيم 

  .ها فراهم گردد
  

  ها مواد و روش-2
  تهيه سوبسترا -2-1

در اين تحقيق از پوسته گندم به عنوان سوبسترا استفاده شد كه از 
  . كارخانه آردسازي مرشدي تهران تهيه گرديد

  جداسازي ريزسازواره -2-2
 ،از اطراف درختان خرمالو ر،نمونه هاي خاك مورد نظ: نمونه ها

  واقع در باغي در دانشكده كشاورزي تربيت مدرس، انار،انگور
  .برداشته شدند

براي جداسازي ريزسازواره هاي توليد كننده  :جداسازي كپك ها
 ميلي ليتر آب مقطر 100خاك به  گرم از نمونه هاي 2 ،سلولاز

 ميلي ليتر از اين محلول 0/5 .منتقل و به خوبي همزده شداستريل 
منتقل ) Potato Dextrose Agar) PDAبه پليت هاي حاوي 

سپس . ري شدندزا گرمخانه گC 25ْدماي  روز در 14و به مدت 
 به منظور ،هر يك از قارچ هاي رشد كرده روي پليت هاي قبلي

 كشت PDAخالص سازي بر روي پليت هاي جداگانه حاوي 
 خالص ادامه  جداسازيداده شدند و اين كشت ها تا رسيدن به

  .]13[يافت 
براي جداسازي كپك هاي تجزيه : تعيين كپك هاي سلولوليتيك

 s agar ‘Mandel از محيط كشت انتخاب شده ،ننده سلولزك
قارچ هاي سلولوليتيك بر روي اين محيط كشت . استفاده شد

 Kadel et( ايجاد ناحيه روشن در اطراف كلني خود مي كنند

al., 1999 .( محيط كشت انتخاب شدهs agar ‘Mandel 
 ;3/0 ،اوره;  KH2PO4،  2; NH4)SO4(، 4/1:  (g/L )حاوي

MgSO4.7H2O، 3/0; CaCl2، 1/0;80 ;1 ، پپتون Tween 

، 2 ;  FeSO4.7H2O، 0/005;   MnSO4.H2O، 0/0016  ; 

 ZnSO4.7H2O، 0/0014 و CoCl2.7H2O، 9/2كه ، است 
كربوكسي متيل سلولز به عنوان منبع كربن ) W/V (٪1توسط 

  .]14[غني سازي شده است 
   تهيه بانك و سوسپانسيون اسپور-2-3
نظور تكرار پذيري آزمون ها از نظر تعداد اسپور تلقيح شده به م  

 ويال هايي با ، لازم است كه قبل از آزمون ها،در دفعات متعدد
 ) اسپور108/  گرم سوبستراي خشك 20 (تعداد اسپور يكسان

 تا -Cْ 80براي هر بار تلقيح تهيه شود و سپس در شرايط برودت 
   .زمان تلقيح حفظ شود

  لول مواد معدني تهيه مح-2-4
 مواد معدني مورد نياز اين ،به منظور رشد بهتر قارچ ها 

در اين تحقيق از . ريزسازواره ها  به صورت محلول تهيه مي شود
) Mandel(محلول مواد معدني تحت عنوان محلول مندل 

  .]15 [استفاده گرديد
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   تخمير-2-5
م از اين هر كدا.  ميلي ليتري انجام شد1000تخمير در ارلن هاي 

 بودند كه توسط 10-30مش  گرم سوبسترا با 20ارلن ها حاوي 
 درصد 70  در سطحمحلول مواد معدني محتواي رطوبتي آن ها

نسيون اسپور ارلن هاي مذكور پس از تلقيح سوسپا. تنظيم گرديد
 روز گرمخانه گذاري 6 درجه سانتيگراد به مدت 25  دمايدر

  .شدند

   استخراج آنزيم-2-6
نظور استخراج آنزيم پس از اتمام مدت زمان مورد نظر به م  

گرمخانه گذاري ارلن حاوي سوبستراي تخمير شده را توزين 
نموده و پس از كسر عدد به دست آمده از وزن خالي وزن توده 

 برابر 5براي استخراج نمودن آنزيم . تخمير شده به دست آمد
 و به مدت وزن توده تخمير شده به ارلن آب مقطر اضافه كرده

 30 براي مرحله اول و به مدت rpm 130يك ساعت و دور 
پس از خاتمه اين مدت .  مخلوط شدrpm 500 دقيقه با دور

 دقيقه 15 و به مدت  g× 10000 محتواي ارلن را با دور 
سانتريفيوژ نموده و مايع موجود در ظروف سانتريفيوژ براي اندازه 

  .]16 [نگه داري شد گيري ميزان فعاليت سلولاز در يخچال 

 ميزان فعاليت آنزيمگيري  اندازه-2-7

 اندازه با Ghoseاز روش اندازه گيري ميزان فعاليت سلولاز 
  .]17[گيري ميزان قندهاي احياكننده صورت پذيرفت 

  ريزسازواره هاو شناسايي تعيين هويت   -2-8
نمونه كوچكي از كلني از پليت برداشته : تجزيه ريخت شناسي

بر روي يك لام شيشه اي  سپس  ، با يك قطره آب مخلوطوشده 
آناليز  .]2[ مي شوند نمونه ها با ميكروسكوپ مشاهده و دادهقرار 

18srRNA  ژني توسط پژوهشكده مهندسي ژنتيك توالي 
  .صورت پذيرفت

  

 بهينه سازي متغيرهاي انتخاب شده توسط -2-9
  روش سطح پاسخ 

با استفاده از روش سطح و بهينه سازي شرايط كشت  ارزيابي
 Response surface methodology (RSM) پاسخ 

 در ، آزمايش18 سطح مركزي شامل 3 عامل و 3. صورت گرفت
 مورد بررسي قرار Aspergillus niger MZM 89-a2مورد 
 محتواي رطوبتي ،) Cْ( دما ، متغيرهاي طراحي شده.گرفت

)w/w٪ ( و اندازه ذرات)mm (و متغير پاسخ، FPA) U/g (
  . آورده شده اند1 در جدول ، متغيرها و سطوح آن ها.بود
  

   متغيرها و سطوح آن ها1جدول 
  متغيرها سطوح متغير

1-  0  1+  
(ْ C)  35  30  25 دما  

(% w/w) 70  5/62  55 محتواي رطوبتي  
(mm) 0/5 اندازه ذراتa   1b 5/1 c 

a = 5/0 - 1اندازه ذرات (mm) ،b =1 -5/1 ذرات اندازه (mm) ،c =
  .(mm) 5/1 -2اندازه ذرات 

  

   و بحثنتايج -3
تجزيه كننده جداسازي ريزسازواره هاي  -3-1

  سلولز
 خاك درخت خرمالو ،در بين خاك درختان مختلف مورد بررسي

به دليل دارا بودن تعداد كپك تجزيه كننده بيشتر مورد انتخاب و 
 كپك كه در اطراف كلني 7از اين خاك تعداد . بررسي قرار گرفت

 ٪10 حاوي Mandel agarخود بر روي محيط كشت 
 جداسازي ، ايجاد منطقه روشن كرده بودند،كربوكسي متيل سلولز

سپس هر . نامگذاري گرديدند H  تا B  اين كپك ها از .گرديد
 از نظر ميزان Ghoseكدام از اين ريزسازواره ها طبق روش 

 همچنين از طريق  .ار گرفتند سلولازي مورد بررسي قرفعاليت
 بررسي مورفولوژيكي از نظر جنس تعيين هويت شدند

  ).2جدول(
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  اندازه گيري ميزان فعاليت سلولاز 2جدول 

نوع 
ريزسازواره     

Avicelase 
(U/g)     

)(U/g 
CMCase  

FPA 
(U/g)  

  ريزسازواره

Penicillium  3126/0  9419/0  3583/2  B 

Penicillium  3869/0     2644/0  5740/3  C  
Penicillium  1451/1  4604/0  1812/3  D  
Penicillium  2141/0  2665/0    1069/3  E  
Penicillium  2110 /0      3619/0  8544/0  F  
Penicillium  2892/0  0492/0  4640/1  G  
Aspergillus  6605/1  950/2  1671/3  H  

 U/g dry(ليت ها بر حسب واحد بر گرم سوبستراي خشك فعا

substrate (يك واحد فعاليت آنزيمي . بيان شد)U ( عبارت
است از مقدار آنزيم لازم براي آزاد كردن يك ميكرومول محصول 

c 50در دقيقه در دماي ) گلوكز( ْ ]18[.  
 تعيين ريزسازواره هاي با فعاليت سلولازي -3-2

  مناسب
 به عنوان يه سو3 مورد بررسي در مرحله قبل هي سو7از بين 

بهترين توليد كننده هاي سلولاز انتخاب شدند و با استفاده از 
 شده و پس از  ژني تعيين هويتتوالي  18srRNAروش آناليز 

 ثبت گرديده و شماره هاي databank  EMBL اري درذگ نام
 �FR774047  فعاليت سلولازيپذيرش آن ها به ترتيب

FR774045  و FR774046اين سه قارچ به . مي باشند 
 Aspergillus niger MZM 89-a2ترتيب فعاليت سلولازي 

(H)،  (C) Penicillium decumbens ZHE 89-p3 ، 
Penicillium decumbens MMH (D) 89-p1مي باشند  .

 بودميزان فعاليت سلولازي اين قارچ ها به ترتيب بدين قرار 
)U/g : (FPA 1671/3 ،5740/3 ،1812/3 و         

Avicelase6605/1 ،3869/0 ، 1451/1  و CMcase  950/ 
2 ،2644/0 ،4604/0.  
نتايج بهينه سازي متغيرهاي موثر بر توليد  -3-3

  سلولاز توسط روش سطح پاسخ
 آزمايش و همچنين مقادير  پاسخ به دست آمده از انجاممقادير 

نشان داده شده  3 در جدول پاسخ پيش بيني شده توسط مدل

متغير ) U/gds( 7/0-3/4ميزان فعاليت آنزيم در محدوده . است
    .بود

   مقادير پاسخ به دست آمده از انجام آزمايش3جدول 
FPA (U/g)  

مقادير  پيش 
  بيني

مقادير 
  واقعي

(mm) 
X3  

 (%)X2  C) ( X1  

75/0  8286/0  a 5/0  55  25  
45/1  7572/0  a 5/0  55  35  
28/1  0262/1  a 5/0  70 25 

69/0  8688/0  a 5/0 70  35  
69/0  3956/0  c 5/1  55  25  
61/0  7474/0  c 5/1  55  35  
58/3  1537/4  c 5/1  70  25  
21/2  0215/2  c 5/1  70  35  
16/1  0488/1  b 1  5/62  25 

83/0  4018/1  b 1  5/62  35 

47/3  2485/4 b 1  55  30  
54/4  2272/4  b 1  70  30  
10/4  0641/4  a 5/0  5/62  30  
66/3  8763/3  c 5/1  5/62  30  
66/3  246/3  b 1  5/62  30  
66/3  3301/4  b 1  5/62  30  
66/3  2776/3  b 1  5/62  30  
66/3  8776/2  b 1  5/62  30  

a = 5/0 - 1اندازه ذرات (mm) ،b = 1 -5/1اندازه ذرات (mm) ،c =
 .(mm) 5/1 -2اندازه ذرات 

 ،ابر اساس كد ر مدل عمومي چند جمله اي درجه دوم1معادله 
  . نشان مي دهدFPAبراي توليد آنزيم 

  )1(معادله 
filterase = +3.66 - 0.17A + 0.53B + 0.36C - 0.32 
AB - 0.19 AC + 0.59BC - 2.67A2  + 0.34 B2 + 
0.073 C2 

A  ، B و Cرطوبت و اندازه ذرات مي باشند، دما، به ترتيب .  
AB، AC و BCدما و ،طوبت به ترتيب اثر متقابل دما و ر 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

19
 ]

 

                               5 / 9

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-8362-fa.html


 مريم محمدي زاده و همكاران                                                 جداسازي ريز سازواره هاي توليدكننده سلولاز از خاك و...

  98

 به C2و  A2، B2. اندازه ذرات و رطوبت و اندازه ذرات مي باشد
  . رطوبت و اندازه ذرات مي باشد،ترتيب اثر درجه دوم دما
 افزايش محتواي ،كهمشاهده مي شود بر اساس معادله بالا 

 مي FPAرطوبتي و اندازه ذرات باعث افزايش ميزان فعاليت 
 ،بتي نسبت به اندازه ذراتشود كه در اين بين محتواي رطو

 در حالي كه با افزايش دما ،اثر گذارتر مي باشدحدودا دو برابر 
  . كاهش مي يابدFPAميزان فعاليت 

 به وسيله تجزيه واريانس 1سطح معني داري معادله 
(ANOVA) 4جدول ( بررسي شد.(  ANOVA از تجزيه 

براي ) F )83/7عدد مقدار بالاي  . استفاده مي كندFisherآماري 
FPA 0001/0( دلالت بر معني داري مدل استP=( . همچنين

 ،غير معني دارLack of  (fit (مدل نهايي داراي عدم تطابق
بيانگر ضريب همبستگي  كه اين است=R2  89/0 ضريب تبيين

  .خوب، مناسب و معني دار بودن مدل است
بي را در برابر پاسخ پيش رنمودار داده هاي تج 1همچنين شكل 

همان طور كه مشاهده مي . دهد يني شده توسط مدل نشان ميب
شود داده هاي تجربي در نزديكي خط رسم شده قرار گرفته اند 

دهنده اين است كه داده هاي پيش بيني شده توسط مدل  كه نشان
نزديك ) داده هاي تجربي(مده از آزمايش آبه داده هاي به دست 

  .تر هستند

Actual

P
re

di
ct

ed

Predicted vs. Actual

0.30

1.38

2.45

3.53

4.60

0.40 1.43 2.47 3.50 4.54

  
ربي در برابر داده هاي پيش بيني شده  نمودار داده هاي تج1شكل 

  .توسط مدل

 در بين اثرات خطي ، مشخص است4همان طور كه از جدول 
 در سطح احتمال ،(C)و اندازه ذرات  (B)رطوبت اثرات متقابل 

 ،٪99 در سطح احتمال (A2) ، و در مورد اثرات درجه دوم95٪
  .معني دار مي باشد

 مقادير پيش بيني شده توسط مدل -3-4
  درجه دوم براي متغيرها

 براي Design Expertمقادير پيش بيني شده توسط نرم افزار 
 به (C) و اندازه ذرات (B) محتواي رطوبتي  ، (A)متغيرهاي دما

در اين . مي باشد )mm( 5/1 - 2 و Cْ  49/،28 ٪ 62/66 ترتيب
براي  . مي باشد)U/gds (35/4سلولاز  فعاليت حالت ميزان 

ايشي در شرايط مقادير بهينه پيش بيني شده براي آزم ،تاييد مدل
ميزان فعاليت آنزيم در شرايط آزمايش . هر عامل انجام گرفت

4/42) U/gds (كه مقايسه آن با مقدار پيش بيني شده. شد، 
 .كارايي مدل ارائه شده را تاييد مي كند

   اثر متقابل محتواي رطوبتي و اندازه ذرات-3-5
دي مربوط به دو عامل محتواي رطوبتي  نمودار سه بع2در شكل 

  . و اندازه ذرات نشان داده شده است
تجزيه واريانس نتايج آزمايش هاي بهينه سازي فعاليت  4جدول 

FPA  

  
مجموع 
  مربعات

درجه 
  آزادي

ميانگين 
  F  P  مربع

32/35 مدل  9  92/3  83/7  0001/0  
A 27/0  1  27/0  55/0  4807/0  
B 83/2  1  83/2  5/64 4807/0  

C 33/1  1  33/1  66/2  1418/0  

AB 83/0  1  83/0  65/1  2354/0  
AC 30/0  1  30/0  60/0  4608/0  
BC 79/2  1  79/2  56/5  0461/0  
A2 34/19  1  34/19  57/38  0003/0  
B2 32/0  1  32/0  63/0  4507/0  
C2 015/0  1  015/0  029/0  8686/0  

01/4 باقي بانده  8 50/0      
84/0 عدم تطابق  5  57/0  45/1  4030/0  

17/1 خطاي خالص  3 39/0      
33/39 همبستگي كل  17        
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  تا و اندازه ذرات62/66 ٪ تا با افزايش ميزان محتواي رطوبتي
2-5/1 )mm(  ميزان FPAهمچنين اين شكل .  افزايش مي يابد

است كه بيان مي كند كه اثر متقابل  4تاييدي بر داده هاي جدول 
 . معني دار مي باشد٪95طح محتواي رطوبتي و اندازه ذرات در س

در تحقيقي كه توسط لطيفيان ارائه شد نيز نشان داده شد كه 
بيشترين فعاليت سلولاز عمدتا در بيشترين سطح محتواي رطوبتي 

باشد كه اين نتايج بسيار به نتايج گزارش شده توسط  مي ) 70٪(
  .]16،19،20 [سلولازهاي قارچي ديگر شباهت دارد 

55.00 58.75 62.50 66.25 70.00

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50
filterase

B: mois

C
: s

iz
3.69603

4.07016

4.44429

4.81841

5.19254

4444

  

  55.00

  58.75

  62.50

  66.25

  70.00

0.50  

0.75  

1.00  

1.25  

1.50  

2.8  

3.5  

4.2  

4.9  

5.6  

  f
ilt

er
as

e 
 

  B: mois    C: siz  

  
اثر متقابل محتواي ) ب(و سه بعدي ) الف( كنتور  نمودار2شكل 
 در FPAبر ميزان فعاليت ) C:siz( و اندازه ذرات  (B:mois)رطوبتي

شرايطي كه دماي گرمخانه گذاري در نقطه مركزي خود ثابت در نظر 
  .گرفته شده اند

 اثر شرايط كشت روي فعاليت سلولاز به 2009همچنين در سال 
 ، رشد كرده روي سبوس برنجTrichoderma reeseiوسيله 

 يكي از  شرايط .به عنوان محيط كشت مورد ارزيابي قرار گرفت

 Filterكشت مورد تحقيق اندازه ذرات بود كه اثر آن بر فعاليت 

paperase (FPA)نتايج اين تحقيق .  مورد بررسي قرار گرفت
نشان داد كه اندازه ذرات اثر معني داري روي فعاليت سلولاز بر  

FPAدر اين تحقيق مشاهده شد كه كاهش اندازه ذرات  ، داشت
سوبسترا مي تواند باعث كاهش درجه بسپاري شدن و حالت 

همچنين نشان داده شد كه كاهش اندازه . بلوري سوبسترا شود
باعث افزايش ميزان فعاليت سلولاز ) mm( 1-5/1ذرات تا ميزان 

)FPA( نسبت سطح اندازه ذرات به دليل تعيين ].11[ مي شود 
عامل بسيار مهمي مي  به حجم ذرات در تخمير حالت جامد

 سوبسترا در دسترس  بيشتري از زيرا در ابتدا سطح،باشد
سطح در دسترس سلولز بسيار مهم تر . ريزسازواره قرار مي گيرد
شايان ذكر است كه در يك نسبت ثابت . از مقدار سلولز مي باشد

 .زه ذره كاهش مي يابد اندا،با افزايش نسبت سطح به حجم
 ميزان فضاي خالي كه توسط هوا اشغال ،همچنين اندازه ذرات

زيرا سرعت انتقال اكسيژن به فضاي . مي شود را تعيين مي كند
در نتيجه .  رشد ريزسازواره را تحت تاثير قرار مي دهد،خالي

ذرات كوچك تر رشد ريزسازواره را بيشتر تحريك مي كند 
]21[.  
   

  ري نتيجه گي-4
 كه داراي فعاليت ر بومي كشويه سو3در طي اين تحقيق   

سلولازي مناسبي بودند از خاك جداسازي گرديده و بعد از تعيين 
نامگذاري گرديدند ) rRNA 18S(هويت ژنتيكي 

)Aspergillus niger MZM 89-a2 ، Penicillium 

decumbens ZHE 89-p3 ، Penicillium decumbens 

MMH 89-p1 .( ج بهينه سازي عددي نتايAspergillus 

niger MZM 89-a2 نشان داد كه به منظور توليد حداكثر 
 به (C) و اندازه ذرات (B) محتواي رطوبتي  ، (A)  دما،آنزيم
براي تاييد .  . مي باشد5/1mm-2 و C ْ 49/،28 ٪ 62/66ترتيب
 آزمايشي در شرايط مقادير بهينه پيش بيني شده براي هر ،مدل

 4/42ميزان فعاليت آنزيم در شرايط آزمايش . جام گرفتعامل ان
)U/gds (كارايي ،كه مقايسه آن با مقدار پيش بيني شده. شد 

   .مدل ارائه شده را تاييد مي كند
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In this research, we studied  isolation of  the cellulolitic fungi from the persimmon tree, grapevine, 
pomegranate tree and walnut soils. Among of them, persimmon soil was selected because of maximum 
cellulolitic fungi. Seven fungi werw isolated from persimmon soil, which three of them had suitable 
cellulose activity and they were identificated by 18S rRNA and named:  Aspergillus niger MZM 89-a2, 
Penicillium decumbens ZHE 89-p3, Penicillium decumbens MMH 89-p1. Cellulase activities of these 
fungi were respectively (U/d): FPA 3.1671, 3.5740, 3.1812 and Avicelase 1.6605, 0.3869, 1.1451 and 
CMCase 2.950, 0.2644, 0.4604. Response surface activity (RSM) was studied to evaluate the effects of 
temperature, moisture content and particle size for FPA by Aspergillus niger MZM 89-a2. The optimum 
FPA was in temperature, moisture content and particle size respectively: 28.49ْC, 66.62٪ and 1.5-2 (mm). 

The maximum predicted FPA was 4.35(U/g) and obtained FPA under this condition was 4.42 (U/g), 
which indicates the efficacy of the model for prediction of FPA activity under different conditions of the 
medium. 
 
Key words: Fungi, Soil, Cellulose, Isolation, Optimization, FPA. 
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