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 Trichoderma قارچ توسط يتيكهاي آميلولتوليد آنزيمو بهينه سازي  بررسي

longibrachiatum   تاگوچي آماري با استفاده از روش  
  2و مهرداد آذين *،1رويا مروج

  گروه زيست شناسي واحد سنندج، دانشكده علوم، ،دانشگاه آزاد اسلامي سنندج،1
  پژوهشكده بيوتكنولوژي صنعتي ايران، سازمان پژوهشهاي علمي تهران،2

   9/12/89: تاريخ پذيرش    9/9/88: تاريخ دريافت

  كيدهچ

در اين بررسي از . پتانسيل توليد آنزيمها با هزينه كم در حجمهاي وسيع صنعتي را داراستدر بستر جامد يند تخمير ميكروبي آفر
روي بستر جامد كاه و سبوس گندم استفاده  بر يتيكهاي آميلولبه منظور توليد آنزيم Trichoderma longibrachiatum قارچ 

دما،  فاكتور شامل پنج با اين طراحي اثر. شدشد و جهت بهينه سازي شرايط كشت و توليد، از روش آماري تاگوچي استفاده 
يم توليد شده بالاترين مقدار آنز .و رطوبت روي ميزان توليد آنزيم مورد بررسي قرار گرفت  pHميزان تلقيح، نوع منبع نيتروژني،

 2SO4(  U/g(NH4) و منبع نيتروژني 106 ميزان تلقيح گراد، درجه سانتي 25دما  ،pH 5/6  ،درصد 55رطوبت ( در شرايط بهينه

  . دهد افزايش نشان مي درصد 1/7، مقادير حاصل از آزمايشهاي قبل از بهينه سازي كه نسبت به  دست آمده ب 8/363

  براكياتوم تريكودرما لانگيآميلاز، روش آماري تاگوچي، بستر جامد، بهينه سازي، : كليدي واژه هاي

 microbiology.m@gmail.com: يپست الكترونيك  22244219: تلفن مسئول، ه نويسند* 

  دمهمق
حدود نود درصد از كل آنزيمهاي صنعتي توسط 

يي آنزيمهاآميلازها  .ميكروارگانيسم ها توليد مي شود
و شامل آلفا  دروليز مي كنندهستند كه نشاسته را هي

اكثر باكتريها، مخمرها . آميلازها و گلوكوآميلازها مي باشند
 ).6 و 4( و قارچها قادر به توليد آميلاز مي باشند

Aspergillus oryzae  وRhizopus sp.  از جمله قارچهاي
 آنزيمهااين  .يتيك مي باشدي آميلولآنزيمهايد كننده مهم تول

خصوص نانوايي براي ساكاريفيكاسيون  در صنايع غذايي به
در صنعت كاغذ سازي جهت  نشاسته و ور آمدن خمير نان،

در نساجي، جهت نرم  افزايش درجه خشك كردن كاغذ،
شدن فيبرهاي كتاني ثانويه، در شوينده ها و پاك كننده ها 
براي افزايش قدرت پاك كنندگي، همچنين در توليد غذاي 

قارچ ). 4( غذايي كاربرد دارد دام و طيور به عنوان مكمل
تريكودرما از كلاس هيفوميست ها يكي از شاخص ترين 

. ي صنعتي محسوب مي شودآنزيمهاتوليد كنندگان 
به راحتي در داخل بستر جامد نفوذ  ميسليومهاي اين قارچ

 و در رطوبتهاي پايين و فشار اسمزي بالا نسبتاً كرده
عات كمي مربوط در حال حاضر اطلا ).22و  14( پايدارند

تريكودرما وجود  به توليد و فعاليت آنزيم آميلاز گونه هاي
دارد و بيشتر تحقيقات انجام شده در رابطه با توليد 

 ).18(ي سلولاز و همي سلولاز اين قارچ مي باشدآنزيمها
S. Nagai روي توليد آميلاز و بر ) 1967( و همكارانش

استه از گونه نش حاوي محلولسلولاز در محيط كشت مايع 
و  S. Rahman . )16(دادند اي تريكودرما بررسي انجام 

مقدار فعاليت  بالاترين در گزارش تحقيقي خود شهمكار
را در محيط حاوي  T.viridaeآنزيم آلفا آميلاز حاصل از 

 از مهم. )21(عنوان كردند U/ml 51/0 ،نشاسته محلول
 طيترين عواملي كه روي سنتز آنزيمهاي ميكروبي در 
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فرآيندهاي صنعتي اهميت دارد، نوع ميكروارگانيسم و 
يكي از . سوبستراي مصرفي جهت توليد آنزيم مي باشد

روشهاي صنعتي مورد استفاده جهت فرآيندهاي تخميري، 
يا  (Solid-state fermentation) جامد  بر بستر روش كشت

SSF در اين حالت از ضايعات كشاورزي مي  كهباشد  مي
. )8و  6، 2( وان منبع كربني استفاده نمودتوان به عن

Zambare  در بررسي خود مقدار فعاليت آنزيم گلوكوآميلاز
روي سبوس گندم  Aspergillus oryzae حاصل از قارچ

در رابطه با فعاليت وليكن  ،)30( گزارش نمود U/g 1666را
طلاعات بستر جامد ا بر T. longibrachiatum ييتيكآميلول
مروزه استفاده از روشهاي آماري ا .داردوجود ن يمشابه

استفاده از  .جهت طراحي آزمايشها بسيار مرسوم است
 Response surface Methodology روشهايي مانند 

(RSM)   وPlackett-Burman  در طراحي آزمايشهاي
براي  RSMاز روش . يندهاي بيولوژيكي متداول استآفر

و  شده استستفاده ا Bacillus brevis توليد آميلاز توسط 
گرديده محاسبه  U/g752/14  اتبيشترين فعاليت آنزيم 

محيط كشت  سازي بهينهو همكارش  Gouda ).23(است 
 Plackett-Burmanروش  با استفاده از آميلاز را براي توليد

ساير در مقايسه با روش آماري تاگوچي  ).10( انجام داد
نياز به زمان غيره  فاكتوريل كامل وروشهاي آماري نظير 

بنابراين با صرف هزينه، وقت و تعداد . كمتري دارد
 آزمايشهاي كمتر مي توان به شرايط بهينه توليد دست يافت

  ). 26و  9 ،7 ،3 ،1(

 .T  بهينه سازي محيط كشت قارچ حاضر هدف از بررسي

longibrachiatum  جهت  يچتوسط روش آماري تاگو
از مخلوط  اين تحقيق در. بود وليتيكآميل يآنزيمهاتوليد 

كاه و سبوس گندم به عنوان منبع كربن كشت قارچ استفاده 
، pH عوامل دخيل بر توليد آنزيم، مانند دما، ساير شد و

ميزان تلقيح، رطوبت و نوع منبع نيتروژني در محيط كشت، 
 .مورد ارزيابي قرار گرفت

  مواد و روشها
 .Tدر اين بررسي از قارچ : ميكرو ارگانيسم

longibrachiatum PTCC 5140 كه از مركز  استفاده گرديد
نعتي صكلكسيون ميكروبي سازمان پژوهشهاي علمي و 

قارچ  ،به منظور نگهداري و آماده سازي .ايران تهيه گرديد
كشت داده  شيبدار به صورت PDAتريكودرما روي محيط 

درجه سانتي گراد گرمخانه  30روز در دماي  4شد و 
از نمونه مادر كشت مجدد  ماه يكبارهر . گذاري گرديد
 ).24و  22( تهيه مي شد

با  [Wheat straw (WS)] كاه گندم: كشت محيطاجزاي 
 18مش با  [Wheat bran (WB)]گندم  و سبوس 40مش 

به عنوان منبع كربن، از ده گرم . از منابع داخلي تهيه گرديد
تا  9:1مخلوط كاه و سبوس گندم با نسبتهاي مختلف، از 

به . استفاده شد) 10:0و  0:10نسبت (، در كنار شاهد 1:9
، 2SO4(NH4)عنوان منبع نيتروژني، چهار منبع 

(NH4)2HPO4 و پودر عصاره ذرت) مرك(، پپتون [PCSL] 
از  تهيه شده corn steep liquorتوسط اسپري دراي كردن (

مقدار ازت هر . به هر ارلن اضافه شد) كارخانه گلوكزان
يتروژني مورد استفاده به روش كلدال محاسبه يك از منابع ن

و با در نظر گرفتن مقدار يكسان نيتروژن به محيط كشت 
در اين تحقيق از محلول  ). 29و  25 ،18(اضافه گرديد 
شامل مواد  ،)(Toyama’s mineral solution نمكي توياما

 .CaCl2  گرم MgSO4. 7H2O، 0.5 گرم  0.5): در ليتر(زير 

2H2O گرم 3و H2PO4 24و  22( استفاده شد(.  

گرم از هر يك از اين  10توليد آنزيم براي : شرايط كشت
به منظور . ميلي ليتري ريخته شد 250مخلوطها در ارلنهاي 

 1 ،3 ،5بررسي ميزان مورد نياز از نمكها، غلظتهاي 
يك  ،به عنوان شاهد. محلول نمكي ساخته شد از  7و 

 .تهيه گرديد نيز املاحدون بآب مقطر  با افزودن محيط
و در شرايط استريل  پس از سترون سازي محلولهاي نمكي

به نحوي كه درصد اضافه شد  بستر جامدگرم  10به 
  . مين گرددأرطوبت مورد انتظار در محيط نيز ت
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 25با  PDAشيبدار  كشتوسيله شستشوي سطح ه بتلقيح 
 )®Tween 80 (توئين  درصد 0.1ليتر آب مقطر حاوي  ميلي

 توسط لام نئوبار شمارشيوسپورها  تعداد كنيدتهيه شد و 
تلقيح به طريقي انجام شد كه برروي مقدار رطوبت در  .شد

 pH .ي نداشته باشدتأثيرنظر گرفته شده براي بستر جامد 
در مايع اضافه شده به شكل مايه تلقيح و محلول  ،اوليه
يا  KH2PO4، با كمك هاطبق طراحي آزمايش ،نمكي

K2HPO4 100 ارلنهاي تلقيح . نرمال تنظيم شد ميلي مولار
 ساعت گرماگذاري گرديد 96شده در دماهاي مورد نظر تا 

 هاتمام تيمارها به منظور كاهش خطاي آزمايش. )19و  6(
   .)13(تكرار صورت پذيرفت  4در 

-one( يك فاكتور در زمان روشهاي:  طراحي آزمايشها

factor-at-a-time()11 (وچي و تاگ)سازي  هبراي بهين ،)26
مقدار نيتروژن، نسبت . كار گرفته شده شرايط كشت ب

نمكهاي معدني به بستر جامد و نسبت سبوس گندم به كاه 
 5سازي  بهينه. بهينه شديك فاكتور در زمان گندم با روش 

، ميزان تلقيح و pHدرصد رطوبت، دما، : فاكتور ديگر شامل
، با روش تاگوچي مورد 1 نوع منبع نيتروژني، طبق جدول

در اين روش با استفاده از آرايه متعامد . مطالعه قرار گرفتند
L-16 شانزده تيمار مختلف طراحي و به اجرا درآمد ،

دست آمده، يك آزمون ه بر اساس نتايج اوليه ب). 2جدول (
ييد نقطه بهينه أتنيز به منظور  (verification test) ييديأت

دست آمده آناليز ه برروي نتايج ب ).26و   9(انجام شد 
 ®Qualitek-4از نرم افزار . واريانس صورت پذيرفت

و  هابراي طراحي آزمايش) آمريكا .Nutek, Incشركت (
 آناليز نتايج استفاده شد

. شدند محيط تهيه و اتوكلاو 16هر )  2(بر اساس جدول 
در  تهيه سوسپانسيون اسپور ازبراي هر مرحله تلقيح پس 

مقادير تعيين شده اسپور به محيط مربوطه  ،استريل شرايط
ساعت در  72سپس همه نمونه ها به مدت . اضافه گرديد

  ).12(دماهاي مربوطه گرمخانه گذاري شدند

  فاكتورها و سطوح مورد استفاده در طراحي آزمايشها با روش تاگوچي -1جدول 
  4سطح   3سطح  2سطح 1سطح فاكتورها       

  65  60  55  50  )يوزن (% رطوبت
  33  31  28  25  دما

pH  5/4  5/5  5/6  7  
  105  106  107  108  (spore/g substrate) ميزان تلقيح

 Peptone PCSL (NH4)2SO4 (NH4)2HPO4  نوع منبع نيتروژني

  
  تحليل واريانس نتايج -3جدول 

 درصد سهم
 (P%)  

 جمع خالص
(S’) 

F-ratio  
(F) 

 واريانس
(V) 

  مجموع مربعات
(S) 

  جه آزاديدر
(F) 

  فاكتور

  رطوبت  3 28875.58 9625.19 50.45 28303.2  9.76
  دما  3 196130.73 65376.91 342.65 195558.34  67.442

5.69  16501.16 29.83 5691.18 17073.55 3  pH  
  ميزان تلقيح  3 6241.45 2080.48 10.9 5669.07  1.955

  نيتروژنيمنبع   3 32483.02 10827.67 56.75 31910.63  11.005
  خطا/ساير  48 9158.18 190.79    4.148

  مجموع  63 289962.524     100
  .سهم هر يك فاكتورها را در ايجاد تغييرات در نتايج نشان مي دهد
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  آمده به دستتيمارهاي انجام شده و نتايج  -2جدول
  نتايج

  
  تيمار  سطوح هريك از فاكتورها

 ان تلقيحميز منبع نيتروژني *(U/g) فعاليت آنزيمي
(spore/g substrate) 

pH  دما(°C)   رطوبت درصد(w/w)  

92/11 ±33/299  Peptone 105 5/4 25  50  1  
86/15 ±72/221   (NH4)2HPO4 107 5/5 25  55  2  
99/9 ±06/205  PCSL 108 5/6 25  60  3  
08/7 ±38/118  (NH4)2SO4 106 7 25  65  4  
57/20 ±30/361  PCSL 106 5/5 28  50  5  
25/25 ±60/247  (NH4)2SO4 108 5/4 28  55  6  
39/6 ±78/195  Peptone 107 7 28  60  7  
27/22 ±79/198  (NH4)2HPO4 105 5/6 28  65  8  
69/2 ±09/317  (NH4)2SO4 107 5/6 31  50  9  
83/8 ±41/160  PCSL 105 7 31  55  10  
81/8 ±36/176  Peptone 106 5/4 31  60  11  
32/19 ±38/188  (NH4)2HPO4 108 5/5 31  65  12  
46/6 ±07/317  (NH4)2HPO4 108 7 33  50  13  
9/12 ±02/232  Peptone 106 5/6 33  55  14  

50/7±35/126  (NH4)2SO4 105 5/5 33  60  15  
55/10±92/157  PCSL 107 5/4 33  65  16  

  انحراف معيار است ±تكرار 4نتايج ذكر شده ميانگين * 
  

ليتر  ميلي 100در مرحله استخراج آنزيم : آنزيم استخراج
  به محيطها اضافه و با دور ،توئين درصد 1/0بافر به همراه 

rev.min-1 200 سپس با فيلتر پارچه اي . همزده شد
 rev.min-1 7000آن با دور  مايع روييمحيطها صاف شد و 

  ).8و  6( دوژ گردييبه مدت نيم ساعت سانتريف

با استفاده از  آميلوليتيكيميزان فعاليت : سنجش آنزيم
، فسفات- نشاسته در بافر سيترات درصد 1 (w/v) محلول

به  گلوكزو منحني استاندارد قند  ،pH 5ميلي مولار،  50
بر حسب واحد   (DNS) روش دي نيترو ساليسيليك اسيد

) U( آميلازي هر واحد فعاليت. زه گيري شداندابين المللي 
يك  باشدكه قادر  تعريف شدمقدار فعاليت آنزيمي 

و  17( را در يك دقيقه آزاد كند كننده ءاحيا ميكرومول قند

فعاليت آنزيم به ازاي گرم وزن خشك سوبسترا يا  ).19
  .بستر جامد نشان داده شده است

    نتايج و بحث
هاي بالاي محلول نمكي در غلظت دده نشان مي 1 شكل

و به همين علت در ميزان توليد آنزيم كاهش مي يابد 
 Kathiresan  ،آزمايشهاي بعد از محلول نمكي استفاده نشد

در بررسي خود نشان دادند كه اضافه نمودن املاح به 
موجب كاهش مقدار فعاليت  پني سيليوم قارچ محيط كشت

 در  ين آنزيمتوليد ا)  12و  5( آنزيم آميلاز مي گردد
به يكسان  تقريباً به كاه سبوس  7:3و  9:1، 10:0 هاينسبت

 مقدار فعاليت آنزيم . )اختلاف معني دارفاقد ( آمد دست
 U/g 73/399معادل گرم سبوس،  10 در محيط حاوي تنها
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مشخص گرديد كه با   2با توجه به شكل  .محاسبه گرديد
د آميلاز ميزان توليكاه نسبت به سبوس افزايش ميزان 

مي يابد، مقدار گلوكز موجود در سبوس نسبت به  افزايش
كاه بيشتر است و بنابراين سوبستراي مورد نياز براي توليد  

گزارشهاي  آنزيم آميلاز در سبوس قابل توجه است،
 توليد افزايش برثير سبوس گندم أت در رابطه بامتعددي 

انش و همكار Kunamneni ،آميلاز هاي قارچي وجود دارد
در بررسي  انجام شده بر روي توليد آميلاز يك گونه 

از ميان محيطهاي سبوس گندم ، سبوس برنج و  ،قارچي
ترين محيط جهت  سبوس گندم را مناسب سبوس جو ،

همچنين در تحقيقي  ،)15( آنزيم دانستندتوليد  افزايش
كه  براي بهينه سازي  )2009، سال .Singh R( مشابه

بر بستر جامد   .Humicola spز توسطشرايط توليد آميلا
سبوس ، از ميان ساير محيطهاي كشت ، صورت گرفت

   ).28(ه استگندم بهترين محيط گزارش شد

آمده از اين دو آزمايش،   به دستبنابراين با توجه به نتايج 
محيط اوليه اي كه براي آزمايشهاي تاگوچي استفاده شد 

 .ودگرم سبوس و فاقد محلول نمكي ب 10حاوي 

نتايج اين : بررسي تاثير هر يك از عوامل بر توليد آنزيم
درصد، تأثير منفي  55تحقيق مشخص نمود، رطوبت بالاي 

احتمالاً رطوبت زياد موجب كاهش . در توليد آنزيم دارد
خلل و فرج سوبسترا شده و مانع انتشار اكسيژن و نفوذ آن 

 رطوبت مناسب در فرآيند. در درون سوبسترا مي گردد
درصد  30- 85حدودا بين  (SSF)هاي تخمير بستر جامد 

سوبستراي مصرفي و اندازه (متغير است و به محيط كشت 
و نوع ميكروارگانيسم بستگي دارد ) ذرات تشكيل دهنده 

 30- 50در محيطهاي كشت مايع دماي  ).28و  20، 6(
مناسب  درجه سانتي گراد براي رشد قارچ و توليد آنزيم

 40است، ولي در محيط كشت جامد ، دماهاي بالاتر از
درجه موجب كاهش رطوبت نسبي و كاهش توليد 

  .)27 و 8( محصول مي شود

 
  نتايج ، ميانگين چهار تكرارو انحراف معيار نيز نمايش داده شده است. ثير غلظتهاي مختلف محلول نمكي روي توليد آميلازأت-1شكل 
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  نتايج  ميانگين چهار تكرار است كه انحراف معيار آنها نيز نمايش داده شده است. بتهاي مختلف سبوس به كاه گندم بر توليد آميلازثير نسأت -2شكل 

 
  اثرات اصلي فاكتورها - 3شكل 

  
    روند توليد آميلاز در بستر جامد در شرايط بهينه شده -4شكل     

  

Rahman بهينه  و همكارش نيز در بررسي مشابه دماي
گراد  درجه سانتي 30را  تريكودرمابراي توليد آميلاز از 

و نشان دادند با افزايش دما از مقدار آنزيم  تعيين كردند

 مناسباين بررسي نشان داد كه دامنه . )21( كاسته مي شود

pH  در سيستم  هرچند .باشد مي متغير 5/6تا  5/5بيناوليه
بودن تركيبات  كشت بر بستر جامد به دليل غير يكنواخت
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 دقيق و ساختمان فيزيكي شيميايي سوبستراي جامد تنظيم
pH توان با  ، اما ميبسيار مشكل و تا حدي ناممكن است

تا حدي  فسفات  -ي سيترات و سيتراتاستفاده از بافرها
 pHنتايج نشان داده است  كه  .بر اين موضوع فائق آمد
محدوده  تريكودرماقارچ  توسط شروع جهت توليد آميلاز

در كشتهاي جامد براي تلقيح از اسپور  ).18( باشد مي 5- 7
قارچ بيشتر استفاده مي گردد زيرا اسپورها در محيط كشت 
پراكنده شده و قادرند به درون ذرات سوبسترا انتقال يابند 
 و در نتيجه رشد در كل محيط يكنواخت صورت مي گيرد

ور قارچ با در اين تحقيق از سوسپانسيون اسپ). 31و 5،19(
در شرايطي  دادغلظتهاي مختلف استفاده شد و نتايج نشان 

 )اسپور در هر گرم سوبسترا  106بيش از( كه به مقدار زياد
د، تنها به دليل مصرف سريع سوبسترا ش تلقيح انجام مي

 علاوه، نوع منبع ه ب. فتتوده سلولي افزايش مي يا
در  عموماً. نداشتي در توليد آنزيم تأثيرنيتروژني چندان 

فرآيندهاي صنعتي از منابع نيتروژني كه توجيه اقتصادي 
  ). 31و 27 ،10 ،6( شود بهتري دارد استفاده مي

گونه  همان .دهد اثرات اصلي فاكتورها را نشان مي 2شكل 
، دما در سطح 2شود رطوبت در سطح  كه در شكل ديده مي

1 ،pH   ر يتروژن دنو منبع  2، تلقيح در سطح 3در سطح
، آناليز 3جدول . اند بالاترين پاسخ را باعث شده 3سطح 

، 3 جدول و  3شكل  طبق. دهد واريانس نتايج را نشان مي
، درصد 442/67 (participation)دما با درصد مشاركت 

افزايش پاسخ بوده است، و در مقابل، ترين فاكتور در مؤثر
  .ترين آنها بوده استتأثيرميزان تلقيح كم 

 پيشنهاديبهينه شرايط  ،داده هاي به دست آمده با توجه به
برآورد U/g 99/399كه معادل ( آنزيم بهينه براي توليد

توليد آنزيم . نشان داده شده است 4طبق جدول  ) گرديد
 U/g 80/363 ي برابرفعاليت در اين شرايط منتج به اخذ

درصد انحراف از نقطه بهينه  9كه نشان دهنده تنها  گرديد
  .ه استمحاسبه شد

جهت ( زآميلاتوليد آنزيم  جهتپيشنهاد شده  بهينهشرايط  -4 جدول
  )ييديأانجام آزمون ت

  سطح پيشنهادي  فاكتور
  55  (%)رطوبت
pH  5/6  

  25  )درجه سانتيگراد(دما
  106  ميزان تلقيح اسپور
  2SO4(NH4)  منبع نيتروژني

  

 U/g( بهينه شده شرايط در  آميلازتوليد آنزيم مقايسه 
در )  73/339 (U/gبا بالاترين ميزان توليد شده   )363.80

،  درصد 50گرم سبوس ،رطوبت  10(محيط كشت اوليه 
و بدون افزودن 105ميزان تلقيح  درجه سانتي گراد، 25دما 

سازي به  دهد كه با بهينه نشان مي ) pHمنبع ازت و تنظيم
افزوده  درصد 1/7به ميزان توليد آنزيم  ،روش تاگوچي

در بررسي كه  توسط  آقاي زارع و همكارانش  .ستشده ا
روش آماري تاگوچي مشخص گرديد،  صورت گرفت

آسپرژيلوس توسط  جهت بهينه سازي توليد آلفا آميلاز
با روش فاكتوريل كامل مطابقت داشته وهر دو  اوريزه

روش سطوح يكساني را براي فاكتورهاي انتخاب شده 
  ).1(پيشنهاد نموده اند

، جهت آميلاز توليدبراي ستيابي به بهترين زمان نظور دمبه 
استفاده شد و  درفواصل ) 4جدول ( بهينه شرايطكشت از 

نمونه برداري و روز گرمخانه گذاري  7الي  2زماني بين 
با توجه به نتايج، بالاترين  .سنجش آنزيم صورت گرفت

ميزان توليد آميلاز پس از گذشت زمان  شش روز گرمخانه 
اين تحقيق نشان مي دهد  .)4شكل ( آمد ستبه دگذاري 

روز مي  4- 6كه بهترين مدت گرمخانه گذاري براي توليد 
در  ،ميزان توليد كاهش مي يابد بعد باشد و از روز ششم به

بررسيهاي  انجام شده به منظور بهينه سازي شرايط جهت 
شده  يد أيافزايش توليد آميلاز هاي قارچي اين مسئله ت

  94- 144بسته به نوع قارچ پس از  معمولا است كه
 ،18(ساعت گرما گذاري ميزان توليد آنزيم كاهش مي يابد

  ).27و  25 ،20
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Production of amylase by T. longibrachiatum on solid-state 
fermentation:optimization of culture by Taguchi method 
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Abstract 

Solid-state fermentation has the potential to produce inexpensive enzymes for use in 
high volume industrial application. In this study, T. longibrachiatum was used for 
production of amylolytic enzyme on wheat straw and  wheat bran as solid substrate. 
Optimization of culture condition was performed by using statistical design of 
experiments on Taguchi method basis. Effect of temperature, moisture, pH, inoculum 
size and nitrogen source were studied.  Maximum amylase activity was obtained 363. 
82 U/g, which was 7.1% higher than primary condition (moisture 55%,pH 6.5, 
temperature 25ºC, inoculums, 106 nitrogen source (NH4)2SO4). 

Keywords: Optimization, Amylase, Solid state fermetarion, Taguchi method. T. 
longibrachiatum 

 
 
  


