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چکیده
در ای��ن تحقیق که با هدف بررس��ی مقایس��ه‌ای دو روش کش��ت 
غوطه‌ور )Submerged fermentation: SMF( و تخمیر در بستر جامد 
)Solid-state fermentation: SSF( برای تولید آنزیم پروتئاز قلیایی از 
 Bacillus سوبسترای کاه گندم انجام شد، جدایه باکتریایی از جنس
ازخا‌کهای قلیایی اس��تان گیلان جداس��ازی و پ��س از غربالگری 
بررسی تولید آنزیم، به طور همزمان در دو شرایط کشت غوطه‌ور 
و تخمیر در بس��تر جام��د از نظر تولید آنزیم م��ورد ارزیابی قرار 
گرفت. بهترین نتایج در SSF در محتوی رطوبت 100 درصد پس از 
تلقیح 40 درصد سوسپانسیون باکتریایی و طی گرمخانه‌گذاری در 
37 درجه س��انتی‌گراد به مدت 48 ساعت )pH آغازین 9/4( حاصل 
گردید. لذا بررس��ی مقایسه‌ای دو سیستم در بهترین حالت نشان از 
تولید 1/9 برابری در ش��رایط تخمیر در بس��تر جامد U/g 4025 در 
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مقدمه
پروتئازه��ا آنزیم‌ه��ای ش��کننده پیوندهای 
پپتی��دی و دارای کاربردهای متعدد تجاری 
هس��تند. در میان انواع آنزیم‌ها پروتئازهای 
میکروبی بدلیل کاربرد گس��ترده در صنایع 
شوینده، دارویی، تهیه ابریشم و... 60 درصد 
از کل فروش آنزیمه��ای صنعتی را به خود 

.)Singh et al., 2001( اختصاص می‌دهند
پروتئازها بر اس��اس بهینه محدوده عملکرد 
در pH های مختلف به 3 نوع اس��یدی، خنثی 
 Germano et al.,( و قلیایی تقسیم می‌ش��وند
2003(. در می��ان پروتئازها ان��واع قلیایی به 

عنوان افزودنی به انواع دترجنتها 40 درصد 
از کل فروش آنزیم‌ها و 89 درصد از س��هم 
ف��روش پروتئازه��ا را به خ��ود اختصاص 

.)Akcan and Uyar, 2011( می‌دهند
میکروارگانیس��م‌های زی��ادی توانایی تولید 
پروتئ��از را دارند. از می��ان انواع پروتئازها، 
پروتئازه��ای قلیای��ی تولید ش��ده توس��ط 
گونه‌های جنس Bacillus به دلیل ثبات حرارتی 
و پایداری تحت pH ه��ای متفاوت از اهمیت 
فزاینده‌ای در صنایع ش��وینده برخوردارند. 
به علاوه اعض��اء این جن��س قابلیت بالایی 
در تولید و ترش��ح مقادیر بسیار زیاد آنزیم 
دارند که ناشی از فعالیتهای فیزیولوژیک آنها 

.)Asokan and Jayanthi., 2010( می‌باشد
تولی��د ای��ن آنزیم ب��ا هر دو روش کش��ت 

غوط��ه‌ور و تخمیر در بس��تر جام��د انجام 
.)Yang et al., 2000( می‌شود

هر میکروارگانیس��م ب��رای تولید حداکثری 
آنزیم ش��رایط بهین��ه خود را داراس��ت لذا 
بهینه‌‌سازی اجزا محیط به منظور ایجاد تعادل 
بین آنها و به حداقل رس��اندن مواد مصرف 
نش��ده در پای��ان فرآیند تخمی��ر از اهمیت 
بسزایی برخوردار است. یکی از عوامل مهم 
در مدیریت تولید آنزیم اس��تفاده از محیطی 
مقرون بصرفه از نظر اقتصادیست که تنها با 
استفاده از ضایعات فراوان کشاورزی مانند 
کاه و س��بوس گندم و برن��ج و... امکان‌پذیر 

.)Valeria et al., 2005( است
تحقیق حاضر با هدف مطالع��ه اثرات زمان 
تخمیر بر تولید آنزی��م پروتئاز قلیایی بطور 
همزمان در شرایط مشابه به دو روش کشت 
غوطه‌ور و تخمیر در بس��تر جامد و ارزیابی 
مقایس��ه‌ای تولید در هر دو سیس��تم انجام 

پذیرفت. 

مواد و روش‌ها
جداسازی میکروارگانیسم

تعداد 15 نمونه خاک از مناطق جنوبی استان 
گیلان ش��امل منجیل، لوش��ان و رودبار که 
برخوردار از خاکهای قلیایی بودند تهیه گردید. 
نمونه‌ها از عمق 15 سانتی‌متری خاک تهیه و 

مقایس��ه با  U/ml 2100 در شرایط تخمیر در بستر غوطه‌ور بوده و 
حاکی از برتری این روش بر کشت غوطه‌ور است. 

واژه‌ه�ای کلیدی: پروتئازقلیائی، کش��ت غوطه‌ور، تخمیر در بس��تر 
جامد، Bacillus، کاه گندم 
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در کیسه‌های پلی‌اتیلن استریل به آزمایشگاه 
انتقال یافتند و پس از خش��ک نمودن، 1 گرم 
از نمونه در ارلنهای 250 میلی‌لیتر حاوی 90 
مقطراس��تریل سوسپانسیونه  آب  میلی‌لیتر 
ش��د. س��پس لوله‌ها تحت ورتکس، ش��دیداً 
تکان داده ش��ده تا اخت�الط بخوبی صورت 
گیرد. س��پس لوله‌ها به مدت 20 دقیقه در 80 
درجه س��انتی‌گراد حرارت داده ش��د و 0/1 
میلی‌لیت��ر از هر لوله )حاوی هر نمونه خاک( 
به محیط آگار غذایی استریل منتقل و توسط 
میله شیش��ه‌ای س��رکج اس��تریل به روش 
Spread Plating کش��ت داده ش��د و پلیت‌ها 

به مدت 24 س��اعت در 37 درجه سانتی‌گراد 
گرمخانه‌گذاری و پس از آن کولونی‌ها از نظر 
واکنش گرم و آزمایشات بیوشیمیایی مورد 

.)Joo et al., 2002( شناسایی قرار گرفتند

غربالگری جدایه‌های تولیدکننده آنزیم
تمامی باسیلوس‌های جداسازی شده در محیط 
آگار اسکیم میلک )gr/lit 100(، عصاره مخمر 
)10gr/lit(، آگار )gr/lit 20( و pH=8 به روش 

نقطه‌ای کشت داده شدند. تولید هاله شفاف در 
اطراف کولونی‌ها دال بر تولید آنزیم پروتئاز 

.)Mehrotra et al., 1999( قلیایی بود

شناسایی گونه‌های مولدآنزیم
تایی��د شناس��ایی باکتری‌ها بر اس��اس لام 
میکروس��کوپی، رنگ‌آمیزی گرم و اس��پور 
و آزمایش��ات بیوش��یمیایی در سطح جنس 
انجام ش��د. بدین منظور آزمایشات ژلاتیناز، 
هیدرولیز کازئین، کاتالاز، هیدرولیز لستین، 
اوره آز، تجزی��ه س��یترات، حرک��ت، احیای 
نیترات، هیدرولیز نشاسته، وژپروسکوئر و 
تخمیر قندهای آرابیونوز، مالتوز، مانیتول و 

 Betty et al., 2002 ,Holt et( گزیلوز انجام شد
 .)al., 1994

غربالگری بستر جامد
بدین منظور از 7 بس��تر متفاوت و دو روش 
کش��ت غوطه‌ور کاه گندم و تخمیر در بستر 
جامد کاه گندم استفاده شد، به نحوی که در 
غربالگری بستر جامد از هیچ‌گونه منبع کربن 
کمکی یا ازت کمکی اس��تفاده نش��د و صرفاً 
از بافر و میکروارگانیس��م اس��تفاده گردید 
تا بهترین منبع کربن مورد اس��تفاده توسط 

میکروارگانیسم تعیین گردد.
بدی��ن منظور بر اس��اس جدول ش��ماره 1، 
مقادی��ر  انتخابی از هر سوبس��ترای کاملًا 
ریزشده به ارلن‌های 250 میلی‌لیتری افزوده 
و سپس از کشت 24 ساعت از  کشت باکتری 
با کدورت مناسب ) OD 600 nm = 0/6( به میزان 
1% )وزنی/ وزنی به ازای وزن سوبسترا( به 

بسترها اضافه گردید.
سپس کش��ت‌ها به مدت 96 س��اعت در 37 
درجه س��انتی‌گراد گرمخانه‌گذاری و میزان 
فعالی��ت آنزیمی در هر بس��تر تعیین گردید 

	.)Ashish et al., 2008(

آماده سازی سوبسترا
کاه گندم در پایان فصل برداش��ت از مزارع 
گندم اس��تان اردبیل تهیه و به آزمایش��گاه 
منتقل و پس از شستش��و با آب مقطر برای 
حذف ذرات گرد و غبار با استفاده از غرقاب 
س��ازی در آب داغ )80 درجه سانتی‌گراد( به 
مدت 20 دقیقه رنگ‌زدایی و سپس در آون با 
دمای 45 درجه سانتی‌گراد خشک و آسیاب 
گردید و تا زمان استفاده در یخچال نگهداری 

 .)Ashish et al., 2008( شد
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تهیه پیش کشت
به منظور تهیه مایه تلقیح باکتریایی از محیط 
کشت حاوی )گرم بر لیتر(: گلوکز 10، پپتون 
.7H2O 1 و KH2PO4 ،5 5، عص��اره مخم��ر

MgSO4 0/2 اس��تفاده و pH محی��ط برابر با 

.)Uyar and Baysal., 2004( 9/5 تنظیم گردید

تخمیر در بستر جامد 
ب��ه 5 گ��رم سوبس��ترا در ارلن‌ه��ای 250 
میلی‌لیتر محلول نمکی حاوی 0/1 درصد دی 
پتاسیم هیدروژن فسفات و سولفات منیزیم 
0/5 درصد و س��ولفات آهن 0/004 درصد 
)وزنی/ وزنی به ازای وزن سوبسترا( اضافه 
ش��د )در مرحل��ه بهینه‌س��ازی فاکتورهای 
تاثیرگذار به این مجموعه برای دس��تیابی به 
بهترین درصد رطوبت سوبس��ترا آب مقطر 

نیز اضافه گردید(. 
ارلن‌ها در 121 درجه سانتی‌گراد به مدت 20 
دقیقه اس��تریل و سپس از محیط پیش کشت 
)دارای OD600nm = 0/6 ( 2 میلی‌لیت��ر به محیط 

بستر تلقیح گردید.

تخمیر در کشت غوطه‌ور
بدی��ن منظور به 40 میلی‌لیت��ر محلول نمکی 
اس��تریل ح��اوی 0/1 درصد دی پتاس��یم 
هیدروژن فس��فات و س��ولفات منیزیم 0/5 
درصد س��ولفات آهن 0/004 درصد )وزنی/

وزن��ی به ازای وزن سوبس��ترا( به ارلنهای 
250 میلی‌لیتری حاوی 5 گرم سوبس��ترای 
کاه گندم اضافه گردید و 2 میلی‌لیتر از پیش 
کش��ت باکتریایی )ب��ا OD600nm = 0/6 ( به آن 

 .)Sandhya et al., 2005( افزوده گردید

اث�ر پارامتره�ای محیط�ی ب�ر تولید 
آنزیم در بستر جامد

محیط¬های کشت بستر جامد در دوره‌های 
زمانی 24 تا 120 س��اعت، مقدار تلقیح 20 تا 
100 درص��د )حجمی به وزن سوبس��ترا با 
OD600nm = 0/6 ( و pH آغازی��ن 6/5 تا 11/5 

و رطوبت اولیه 100 ت��ا 400 درصد از نظر 
تولید آنزیم مورد بررسی قرار گرفتند. 

11 

 

 

 

 

 

 

 

 بسترهای ترکیبی-1جدول شماره 

 ترکیبی بسترهای
 باقالا دانه پوست+گندم کاه
 باقالا غلاف پوست+گندم کاه

 برنج سبوس+گندم کاه
 برنج کاه+گندم کاه

 ذرت+گندم کاه
 سیر پوست+گندم کاه
 زمینی سیب+گندم کاه

 وردر بستر غوطه گندم کاه
 در بستر جامد گندم کاه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جدول 1. بسترهای ترکیبی
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اث�ر پارامتره�ای محیط�ی ب�ر تولید 
آنزیم در محیط غوطه‌ور 

تولید آنزیم در دوره‌ه��ای زمانی 24 تا120 
 pH س��اعت، مقدار تلقیح 20 تا 100 درصد و
آغازین 6/5 ت��ا 11/5 و تکانش 150 تا 450 
rpm ازنظر تولید آنزیم مورد بررس��ی و با 

کشت در بستر جامد مقایسه شدند. 

استخراج آنزیم 
بدین منظور ابتدا محیط کش��ت مایع از کاغذ 
صافی معمولی فیلتر شده در لوله‌های آزمایش 
تقسیم و پس از سانتریفوژ به مدت 10 دقیقه 
در 6000 دور محل��ول رویی جهت ارزیابی 
فعالیت آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت. در 
محیط‌های دارای بستر جامد، ابتدا محتویات 
با 20 میلی‌لیتر بافر کربنات بیکربنات با غلظت 
0/01 مولار و pH= 10 شستش��و و سپس با 
کاغ��ذ صافی فیلتر گردید. عصاره حاصل از 
فیلتراسیون به مدت 10 دقیقه در 6000 دور 
سانتریفوژ گردید و از سوسپانسیون رویی 
به عنوان محلول خام حاوی آنزیم اس��تفاده 

.)Uyar and Baysal., 2004( شد

سنجش فعالیت آنزیم
ای��ن آزمایش با اس��تفاده از سوبس��ترای 
کازئین انجام شد. بدین منظور50 میکرولیتر 
از محلول حاصل ازشستسوی بستر جامد 
با بافرکربن��ات بیکربن��ات )10میلی‌مولار(، 
83 میکرولیتر محلول سوبس��ترا حاوی%1 
کازئی��ن )وزنی/حجم��ی( حل ش��ده در 50 
 pH=8 در   Tris_HCL باف��ر  میکروم��ول 
اضافه و این ترکیب 30 دقیقه در  37 درجه 
س��انتی‌گراد گرمخانه‌گذاری شد. به منظور 
توق��ف واکنش آنزیم��ی 400 میکرولیتر از 

مخلوط 5TCA% )حاوی % TCA 5، 9 استات 
س��دیم و 9% اسیداس��تیک( اضافه گردید و 
سپس به مدت نیم ساعت در درجه حرارت 
اتاق نگهداری و سپس لوله‌ها در 6000 دور 
به مدت 20 دقیقه سانتریفوژ گردید و جذب 
نوری نمونه‌ها )در مقایسه با لوله‌های شاهد 
بدون گرمخانه‌گذاری اولیه( در 262 نانومتر 
مورد ارزیابی قرار گرفت، یک واحد فعالیت 
آنزیمی ب��ه صورت مقدار آنزیمی که بتواند 
1 میکرومول تیروزین در دقیقه تولید نماید، 
تعری��ف گردید. مقدار تیروزی��ن حاصله با 
استفاده از منحنی استاندارد تیروزین تعیین 

 .)Ravichandra et al., 2007( شد

آنالیز آماری  
تمامی آزمایشات در 3 تکرار انجام و تجزیه 
 SPSS و تحلیل نتایج با استفاده از نرم افزار

انجام شد.   

نتایج 
نتای��ج حاصل از آزمایش��ات بیوش��یمیایی 
تاییدکنن��ده تعلق باکتری جداس��ازی ش��ده 
ب��ه جنس باس��یلوس بود. جدول ش��ماره 2 
خصوصیات بیوش��یمیایی باکتری را نشان 

می‌دهد.
در بین بس��ترهای مورد آزمایش با توجه به 
فعالیت آنزیمی، بستر کاه گندم و پوست دانه 
باقالا نسبت به سایر بسترها ارجحیت داشت 

)جدول شماره 3(.
در تعیین بهترین زمان گرمخانه‌گذاری برای 
تولید آنزیم از 24 تا 120 ساعت، بررسی‌ها 
نش��ان‌دهنده بهترین تولید طی 48 ساعت در 
 U/ml2889 و در سیستم U/g SSF سیس��تم
2310 ب��ود )P>0/05(. گرمخانه‌گذاری  SMF
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در زمان��ی بیش از این س��بب کاهش تولید 
آنزیم در هر دو سیستم گردید )شکل 1(. 

در خصوص درصد تلقیح مش��اهده شد که 
در سیس��تم SSF تا 40 درصد تلقیح فعالیت 
2961( و پس از  U/g( آنزیمی افزایش یافت��ه
 .)P>0/05( )2 آن بتدریج کاهش یافت )ش��کل
در سیس��تم SMF برای دستیابی به حداکثر 

U/ml( فعالیت آنزیم این میزان به 60 درصد
 .)P>0/05( )2 2373( افزایش یافت )شکل

در رابطه با تکانش بیش��ترین تولیدآنزیم به 
)2961 U/ml( داش��ت  اختصاص   RPM 250

)شکل 5(.
در خص��وص اثر pH بر فعالیت آنزیمی پس 
از تعیی��ن آن در pH های متف��اوت )10/5 تا 
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 خصوصیات بیوشیمیایی مربوط به باکتری جداسازی شده -2جدول شماره 

 نتایج های بیوشیمیایی تست
 + هیدرولیزکازئین
 + هیدرولیز نشاسته
 + هیدرولیز ژلاتین
 + هیدرولیز لستین

 + کاتالاز
 + احیای نیترات

 - اوره آز
 - تجزیه سیترات

 + حرکت
 - آرابیونوز
 + مالتوز

 - مانیتول
 + گزیلوز
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 انتخاب بستر -3جدول شماره 

 U/g)فعالیت آنزیم ) ترکیبی بسترهای
 1341 باقالا دانه پوست+گندم کاه
 141 باقالا غلاف پوست+گندم کاه

 225 برنج سبوس+گندم کاه
 666 برنج کاه+گندم کاه

 1300 ذرت+گندم کاه
 91 سیر پوست+گندم کاه
 766 زمینی سیب+گندم کاه

 675 وردر بستر غوطه گندم کاه
 325 در بستر جامد گندم کاه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جدول 2. خصوصیات بیوشیمیایی مربوط به باکتری جداسازی شده

جدول 3. انتخاب بستر
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8/5( در هر دو سیستم مشخص شد که تولید 
 SSFتا 9/5 افزایش )در pH آنزیم با افزایش

U/g 4025 و درU/ml SMF 2100( و پ��س از 

آن بتدریج کاهش یافت )شکل 3(.
نکته جالب توجه آن بود که با افزودن مقادیر 
مختلف اس��ید و ب��از برای کنت��رل pH در 

 pH تغییر قابل ملاحظه‌ای در SSF سیس��تم
مشاهده نگردید. 

در خصوص رطوبت اولیه، بهترین نتایج در 
کشت با بس��تر جامد در رطوبت اولیه 100 
درصد مشاهده گردید )U/gr 2480( )شکل 4(.
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 ورم تخمیر در بستر جامد و کشت غوطهاثر زمان گرمخانه گذاری بر میزان تولید آنزیم در دو سیست – 1شکل 
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 ورم تخمیر در بستر جامد و کشت غوطهبر میزان تولید آنزیم در دو سیست تلقیح مقداراثر  - 2شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

0 20 40 60 80 100 120

ی 
زیم

ت آن
عالی

ف
 (

U
/m

l
 ) 

ی 
زیم

ت آن
عالی

ف
 (

U
/g

 ) 

 (درصد ) مقدار تلقیح 

تخمیر در بستر 
 جامد

 کشت غوطه ور

شکل 1. اثر زمان گرمخانه‌گذاری بر میزان تولید آنزیم در دو سیستم تخمیر در بستر جامد و کشت غوطه‌ور

شکل 2. اثر مقدار تلقیح بر میزان تولید آنزیم در دو سیستم تخمیر در بستر جامد و کشت غوطه‌ور
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 ورجامد و کشت غوطهبر میزان تولید آنزیم در دو سیستم تخمیر در بستر  آغازین pHاثر  - 3شکل 
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 بر میزان تولید آنزیم در سیستم تخمیر در بستر جامد درصد رطوبت بستر جامداثر  – 4 شکل
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شکل 3. اثر pH آغازین بر میزان تولید آنزیم در دو سیستم تخمیر در بستر جامد و کشت غوطه‌ور

شکل 4. اثر درصد رطوبت بستر جامد بر میزان تولید آنزیم در سیستم تخمیر در بستر جامد

بحث
مطالعات و بررس��ی‌های متف��اوت حاکی از 
آن اس��ت که کاه و سبوس گندم سوبسترای 
مناسبی برای تولید آنزیم در هر  دو  شرایط 
تخمیر در بستر جامد و کشت غرقابی هستند 
 kaur .)Malathi and Chakraborty., 1991(

و هم��کاران و همچنی��ن Adesh و همکاران 
وی، در گزارش‌های��ی جداگان��ه بترتیب در 

سیستم‌های کش��ت غوطه‌ور، بستر جامد و 
سیس��تمهای دو فازی  تخمیری دریافتند که 
در میان بس��ترهای متف��اوت انتخابی خود 
شامل سبوس برنج، سبوس گندم، ضایعات 
کلم، نیش��کر، زیتون، کاه گندم از بیش��ترین 
قابلیت ب��رای تولید آنزیم برخ��وردار بوده 
 .)kaur., et al  2001, Adesh et al., 2002( است
در این خصوص اس��تثنائاتی هم وجود دارد 



 Bacillus 69بررسی مقایسه‌ای تولید آنزیم پروتئاز قلیایی به دو روش کشت غوطه‌ور و تخمیر در بستر جامد توسط اعضای جنس

11 

 

 
 وربر میزان تولید آنزیم در کشت غوطه تکانشاثر  - 5شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comparative study of alkaline protease production in submerged and solid state 
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  Rhizopus oligosporus مثلًا در مورد ق��ارچ
در میان سوبسترهای مختلف، سبوس برنج 
از کارای��ی بهتر در تولی��د آنزیم برخوردار 

.)kaur., et al  2001( بوده است
در مطالع��ه دیگ��ری، ترکیب��ی از کاه برنج، 
سبوس برنج و پوست نخود به نسبت 5:3:2 
شرایط مناسبی برای تولید پروتئاز مشاهده 

.)Nehra et al., 2002( شد
از نظر تاثی��ر زمان انکوباس��یون در تولید 
کاهش فاحش��ی بعد از 72 س��اعت از زمان 
شروع در هر دو سیستم کشت غوطه‌ور در 

بستر جامد مشاهده گردید .
Yang و Agarwal در دو تحقی��ق متفاوت در 

این خصوص به نتیجه مش��ترک رسیدند و 
دریافتن��د حداکثر زمان بهینه انکوباس��یون 
 Bacillus subtilis برای تولید آنزیم توس��ط
و اعض��ا جنس Penicillium به ترتیب در دو 
سیستم کش��ت غوطه‌ور و تخمیر در بستر 
 Yang et al.,( جامد 72 س��اعت بوده اس��ت
Agarwal et al., 2004 ,2000(. گرچ��ه در این 

خصوص نیز اس��تثنائاتی وج��ود دارد مثلًا 

تولید آنزیم پروتئاز قلیایی توسط اعضا جنس 
Streptomyces پ��س از زمان انکوباس��یون 

120 س��اعت به حداکثر خود رسید. از دلایل 
اصلی کاهش تولید آنزیم بعد از 72 س��اعت 
می تواند تقلیب یا دگرگونی س��اختار آنزیم 
و یا کاهش مواد غذایی قابل دسترس توسط 

 .)Lai et al., 2004( میکروارگانیسم باشد
محتوی رطوبت اولیه از فاکتورهای تاثیرگذار 
بر رش��د میکروب و بازدهی محصول است 
که صرفاً در محیط بستر جامد قابل بررسی 
است. این پارامتر فعالیت‌های تولید میکروب 
را تحت تاثیر قرار داده و مس��تقیماً بر تولید 
آنزیم تاثیرگذار اس��ت. کمبود رطوبت اولیه 
باعث کاه��ش حلالیت مواد غذایی مورد نیاز 
در بس��تر جام��د می‌گردد که ب��ه نوع خود 
منجر به کاهش مصرف مواد غذایی توس��ط 
میکروب‌ه��ا و کاهش فش��ار اس��مزی و در 
 Puri( نتیجه عدم انتقال مواد غذایی می‌گردد
et al., 2002(. همچنین افزایش میزان رطوبت 

باع��ث کاهش تخلخل، از دس��ت دادن جزئی 
ساختار، افزایش چسبندگی و کاهش تبادلات 

شکل 5. اثر تکانش بر میزان تولید آنزیم در کشت غوطه‌ور
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 .)Lekha and Lonsane, 1994( گازی می‌شود
pH محیط فاکتور تاثیرگذار دیگری است که 

ع�الوه بر تاثیر بر س��اختار آنزیم بر فرایند 
نقل و انتقال مواد درعرض غش��اء نیز تاثیر 
می‌گذارد )Moon and parulekar, 1991(. نتایج 
حاصله نشان داد که در هر دو سیستم کشت 
 pH غوطه‌ور و کشت در بستر جامد افزایش
در محدوده 9/5 منجر به افزایش تولید آنزیم 
گردید و جالب توجه اینکه در هر دو سیستم 
افزودن اس��ید و باز ب��رای تنظیم pH محیط 
تغییر قابل توجهی در آن ایجاد نمی‌کرد. این 
نش��انه نقش فوق‌العاده خاصیت بافری کاه 
گندم )مانند س��ایر ضایعات کشاورزی( در 
.)Pandey et al., 1999, 2001( است pH کنترل

Nampoothiri  و هم��کاران وی در خصوص 

نقش بافری کاه گندم در تولید آنزیم کیتیناز 
در محیط کش��ت غوطه‌ور به نتایج مشابهی 

 .)Nampoothiri et al., 2004( دست یافتند
در خصوص درصد تلقیح از پیش کش��ت به 
کش��ت اصلی در هر دو سیس��تم با افزایش 
درص��د تلقیح ب��ه 60 درصد کاه��ش قابل 
ملاحظه‌ای در فعالیت آنزیمی مشاهده گردید 
که به نوبه خود می‌تواند ناشی از کوتاه شدن 
دسترس��ی زمانی به غ��ذا و روند مصرف 
افزاینده مواد غذایی باش��د. لذا دس��تیابی به 
تعادل بین بیومس مواد و غذای قابل دسترس 
در دستیابی به حداکثر بازدهی تولید آنزیم از 
 Sen 1995,( اهمیت بس��زایی برخوردار است

 .)Nutan et al.,2002

تکان��ش یک��ی از فاکتورهای مه��م در تولید 
پروتئازه��ای میکروبی در کش��ت غوطه‌ور 
است چرا  که س��بب بهینه‌سازی اختلاط در 
سیستم کشت بسته می‌شود و سرعت انتقال 
جرم اکس��یژن را افزایش می‌ده��د. افزایش 

بیش از حد اخت�الط منجر به اعمال تنش به 
میکروارگانیس��م‌ها می‌گردد که به نوبه خود 
می‌توان��د باعث کاهش غلظت توده س��لولی 
گ��ردد. محققان بس��یاری بهترین س��رعت 
تکان��ش را برای تمام انواع س��ویه‌های مولد 
آنزیم پروتئاز در کش��ت غوطه‌ور بین 150 
ت��ا rpm( 300( گزارش کرده‌اند. که نتایج این 
250( با نتایج آنان مطابقت دارد  rpm( تحقیق
 Joo et al., 2002, Liu and Tzeng 1998,(

.)Banerjee et al., 1999

 SSF اساساً تحقیقات متعدد بر برتری تکنیک
در مقایسه با SMF در تولید انواع آنزیم‌های 
میکروب��ی اذع��ان دارند. در مجم��وع نتایج 
حاصل از این تحقیق )به طور متوسط( حاکی 

از برتری روش SSF بر روش SMF است. 
نزدي��ك ب��ه 15 ميليون تن گندم در كش��ور 
عرضه مي‌گردد که 20 درصد آن به ش��کل 
ضایع��ات هدر می‌رود. 100 گ��رم کاه گندم 
حاوی 15 درصد پروتئین است که می‌تواند 
منب��ع مناس��ب و ارزان قیمت جه��ت تولید 

پروتئاز قلیایی باشد. 
س��الانه بيش از 46 هزار تن باقالا در كشور 
عرضه مي‌گ��ردد؛ مناطق اصلي كش��ت اين 
محصول در ايران، اس��تان‌هاي خوزستان، 
گلستان و مازندران است كه استان گلستان 
با برداشت بيش از 32 هزار تن در سال اولين 
توليدكننده اين محصول در كشور محسوب 
مي‌ش��ود و از نظر سطح کشت بعد از استان 
مازن��دران مقام دوم را ب��ه خود اختصاص 
داده اس��ت. 100 گرم پوست باقلا حاوي 20 
گرم پروتئين بوده و می‌تواند منبع مناس��بی 
جهت تولید پروتئاز قلیایی باشد. لذا با توجه 
به حج��م ب��الای تولید این محص��ولات در 
کشور و حجم بالای ضایعات حاصل از این 
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محصولات و نیز با توج��ه به نتایج مطلوب 
حاصل از این تحقیق، تولید آنزیم در مقیاس 
نیمه صنعتی با اس��تفاده از سویه جداسازی 
شده و سوبسترای ترکیبی کاه گندم و پوست 

دانه باقلا می‌بایست مد نظر قرار گیرد. 

جمع‌بندی
سویه Bacillus جداسازی شده از خا‌کهای 
قلیایی اس��تان گی�الن قادر ب��ه تولید آنزیم 
پروتئاز قلیایی در هر دو سیس��تم تخمیر در 
بستر جامد و کشت غوطه‌ور بود اما فعالیت 
آنزیمی در بس��تر جامد در مقایسه با کشت 

غوطه‌ور 1/9 برابر بیشتر بود. 
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