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   مقدمه -1
. و مقاوم به تجزیه میکروبی است سلولزيیکی از معضلات بخش کشاورزي تولید ضایعات 

بر بودن و پایین هاي سنتی به دلیل زمانشروشن است تبدیل این ترکیبات به کمپوست با رو
محیطی را نیز مشکلات زیست گاهی ترکیب حاصله اقتصادي نبوده و بودن سطح عناصر غذایی در

هاي زیستی کنندهسازي از فعالدر کمپوست سرعت بخشیتوان براي می رواز این بدنبال دارد
 از سويکمپوست با کیفیت تولید نمود و ی از سویضایعات  نوع کمک گرفت تا بتوان با تلقیح این

مین أدیگر ضمن اقتصادي کردن تولید کمپوست از این ضایعات به تولید کمی و کیفی محصول و ت
 . بخشی از نیاز کودي کشور و رفتن به سمت کشاورزي پایدار ارگانیک قدم برداشت

براي تجزیه اي از یک یا چند ریزجاندار مفید زیستی شامل مجموعه هايکنندهفعال
بقایاي  دیگرضایعات چوب، باگاس نیشکر، کودهاي دامی تازه و  مانندتر بقایاي آلی سریع

هاي زیستی با افزایش سرعت تجزیه مواد کنندهفعال. استکشاورزي و ضایعات زباله شهري 
بیشتر  زیستی هايکنندهفعال. شوندسازي میآلی منجر به کوتاه کردن زمان کمپوست

   .هستند لیگنوسلولزي ترکیبات کننده تجزیه هايآنزیم داراي جاندارانشامل ریز
گیاهی  تودهزیستسلولزي از فراوانترین منابع کربنی پیچیده در طبیعت و مواد لیگنو

 Shallom and)شود سلولز می، لیگنین و همیاست که شامل سه ترکیب اصلی سلولز

Shoham, 2003). تجزیه . د چرخه جهانی کربن ضروري استتجزیه لیگنوسلولز براي عملکر
و لیگنینولیتیک هاي سلولولیتیک مواد لیگنوسلولزي به قندهاي منومریک با همکاري آنزیم

  .(Lawford and Rousseuu, 2003)، داراي اهمیت فراوان است افزاییهمبه صورت 
 مطالعات که است شیمیایی ترکیبات از یکی طبیعت آلی ماده فراوانترین عنوان به سلولز

 که است ساختمانی ساکارید پلی یک سلولز .است گرفته صورت آن ساختمان روي ايگسترده

 سلولی دیواره مواد درصد 53 تقریباً و دارد گیاهان اسکلت تشکیل در را نقش بیشترین

 نظر در مانند نخ صورت به اصطلاحاً سلولز مولکول. است شامل را گیاهان دیگر و درختان

 از طویلی هايدسته هافیبریل .است یافته آرایش هاییفیبریلل شک به که شودمی گرفته

 مولکول دو هیدروکسیل هايگروه بین هیدروژنی پیوندهاي بوسیله کهد هستن هامولکول

 هايمولکوله ک است آن طبیعی سلولز درباره قوي مولکولی نظم. شوندمی پایدار سلولزر مجاو

   .نمایند نفوذ آن ساختمانل داخ به توانندینم راحتی به مخرب اياسیده و هاآنزیم یا و آب
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 و نظم این است، شده متورم معدنیي بازها یا اسیدها بواسطه که سلولزي ساختمان اما

   قرار کننده هیدرولیز ايهمآنزی تأثیر تحت آسانیه ب و است داده دست از را بنديسازمان
 شدن سست و زنجیره طول شدن کوتاه تکراري ندرو سلولز،ک هیدرولیتی تجزیه. گیردمی

ه ب سلولی دیواره در ساکارید پلی این. (Howard et al., 2003) است ماندهیباقي سوبستراها
 ايمیله میکروسکوپیز ری واحدهاي شکل به بلکه شود،نمی دیده ساده هايزنجیره صورت

 نام به بزرگتر دهايواح صورته ب هامیسل این سپس .است مشهود میسل نام به شکل
 و) سلولزهاهمی(دیگر ساکاریدهاي پلی باي اویژه ارتباطات و گرفته سازمان میکروفیبریل

لیگنین از واحدهاي منو مریک فنیل پروپان تشکیل شده . )1شکل ( نمایندمی برقرار لیگنین
و از  بوده و یک پلیمر بسیار نامنظم و نامحلول است که شامل زیر واحدهاي فنیل پروپانوئید

برخلاف سلولز و همی سلولز  .یک حلقه آروماتیک و یک زنجیره سه کربنه ساخته شده است
 رواز این .اي که داراي زیر واحدهاي تکرار شونده باشد درآن وجود نداردهیچ زنجیره

  .(Malherbe and Cloete, 2002)ت اس مشکل بسیار هیدرولیز آنزیمی این پلیمر

 
  اجزاي دیواره سلولی گیاه شماتیک طرح - 1شکل

  
  مواد آلی کنندهتجزیه ریزجانداران - 2

مزوفیلیک شروع به ریزجانداران جمعیت سازي مراحل ابتدایی فرایند کمپوستدر 
با . رودها دماي توده بالا میبا شکسته شدن کربوهیدرات. کنندتوسعه و تجزیه ضایعات می

. شوندگرما دوست ظاهر می ریزجاندارانناپدید و بالا رفتن دماي توده ریزجانداران مزوفیل 
، انرژي تودهزیست سازي ریزجانداران مواد آلی را به دي اکسید کربن،در زمان کمپوست
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هاي آلی، عوامل حجم پیش ماده. کنندگرمایی و محصول نهایی شبه هوموس تبدیل می
ترکیبات اصلی مواد . اندهدهنده و مواد افزودنی در کمپوست بیشتر از مواد گیاهی مشتق شد

توانایی ریزجانداران در . لیپیدها و لیگنین هستند ها،پروتئین ،)سلولز(ها آلی کربوهیدرات
هاي مورد نیاز براي تجزیه پیش ماده بستگی ها در تولید آنزیمجذب مواد آلی به توانایی آن

  ارند، بواسطه عمل تري را نیاز دتر سیستم آنزیمی وسیعهاي پیچیدهپیش ماده. دارد
شوند که هاي کوچکتر تجزیه میافزایشی ریزجانداران، ترکیبات آلی پیچیده به مولکولهم
   .(Golueke, 1991) شوندهاي میکروبی استفاده توانند توسط سلولمی

مانند نیتروژن، فسفر و  پرمصرفعناصر ، ریزجانداران براي رشد خود به یک منبع کربن
ها هاي آنتا زمانی که بخش کوچکی از کربن با سلول. دارندمصرف نیاز  پتاسیم و عناصر کم

مقداري از انرژي . در تماس باشد، این عنصر به عنوان منبع انرژي براي ریزجانداران است
  گیرد و بقیه به صورت گرما آزاد استفاده سوخت وساز میکروبی قرار می برايتشکیل شده 

پروتئین،  بخشی از ترکیبزیرا  بوده براي ریزجانداران نیتروژن یک عنصر حیاتی. شودمی
  هاي ضروري براي رشد سلول و عملکرد ها و کوآنزیمنوکلئو اسیدها، آمینو اسیدها، آنزیم

اگر نیتروژن اضافی در سیستم باشد به صورت گاز آمونیاك یا دیگر ترکیبات . هاستآن
گزارش شده و بسته به نوع  25- 40رابر ، بC/Nمطلوب نسبت اندازه . شودنیتروژنی آزاد می

هاي آلی که ریزجانداران توانایی استفاده از ملکول .(Golueke, 1991)پیش ماده متغیر است 
بحرانی شود فعالیت میکروبی کاهش یافته و  اندازهاگر رطوبت کمتر از . در آب محلولند را دارند

کاهش تنفس، آبشویی عناصر غذایی و  نیز سبب زیادشوند و رطوبت ریزجانداران غیر فعال می
: شودسازي در سه مرحله انجام میدر شرایط بهینه کمپوست. شودکاهش سرعت تجزیه می

فاز سرد  - 3یابد وفاز ترموفیلیک که از چند روز تا چند ماه ادامه می - 2فاز مزوفیلیک  - 1
داراي  سازي توده مپوستدر شروع ک. ها می تواند ادامه داشته باشدشدن و بلوغ که براي ماه

منابع کربن محلول و قابل تجزیه آسان مانند . و کمی اسیدي استبوده درجه حرارت محیط 
   مونوساکاریدها، نشاسته و لیپیدها توسط ریزجانداران در مرحله ابتدایی تجزیه استفاده

در مرحله . یابدکاهش می pHبه دلیل تولید اسیدهاي آلی از توده در حال تجزیه . شوندمی
 pHنمایند که در نتیجه با آزاد شدن آمونیوم ها میدوم ریزجانداران شروع به تجزیه پروتئین

شوند ترکیبات پایدارتر مانند پس از تجزیه منابع کربنی که به آسانی تجزیه می. یابدافزایش می
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   شوند و تا حدي به صورت هوموس تغییر شکلسلولز، همی سلولز و لیگنین تجزیه می

  .(Tuomela et al., 2000; Galai et al., 2009)دهند می
 .شوندمی ساخته ریزجانداران از زیادي تعداد بوسیله سلولز کنندهتجزیه هايآنزیم

 هامیکسوباکتري و هايباکتر ها،اکتینومیست ها،قارچ میان در سلولز کنندهتجزیه ریزجانداران

 به که ودشمی تسریع هاآنزیم از گروهی توسط طبیعی سلولز آنزیمی هیدرولیز. شودمی یافت
 مختلف ریزجانداران سلولز کننده تجزیه آنزیمی سیستم .کنندمی عمل هم با افزایشی شکل

 سلولز روي رشد توانایی که ریزجانداران از بسیاري ،براینافزون. هستند متفاوت هم با اغلب
 هاآن آنزیمی هايمسیست اما .کنندمی تولید لزسلو کننده تجزیه هايآنزیم ندارند، را طبیعی

 رشد براي توانندمی اغلب و را ندارند طبیعی سلولز هیدرولیز براي ضروري هايمآنزی از برخی

 علیرغم ریزجانداران چنین .نمایند استفاده است شده متلاشی نسبی بطور که سلولزي از خود

 جالب ياویژه سلولز کننده تجزیه هايمآنزی صنعتی تولید براي است ممکن کمبودشان این

 محیط به را سلولز کننده تجزیه هايآنزیم از زیادي مقادیر ریزجانداران از برخی .باشند توجه

 یا و آنزیمی هیچ سلولز روي رشد وجود با دیگر دسته حالیکه در کنند،می ترشح خود کشت

  .نمایندمی ترشح محیط به آنزیم کمی مقدار

روبی نقش اساسی و شاخص بر تغییرات صورت گرفته در طی فرایندهاي فعالیت میک
توانایی ریزجانداران در تجزیه لیگنوسلولز عامل کلیدي در  رواز این. هومیفیکاسیون دارد

وجود جمعیت میکروبی کافی که . است سازيبازیافت ضایعات بویژه در فرایند کمپوست
تلقیح  .ثیر شرایط محیطی استأوند تحت تشسبب پیشرفت مناسب پایداري مواد آلی می

نهایی کمپوست  هايویژگیکند و با ریزجاندارانی مفید تجزیه زیستی مواد آلی را فعال می
 .(Gaind and Pandey, 2005) بخشدرا بهبود می

، قندها و ترکیبات آمینی در اثر فعالیت هافنلاز ترکیبات آزاد شده مانند پلی برخی
مایه . رسد سبب پیشرفت تشکیل هوموس شوندآیند که به نظر مییمیکروبی بوجود م

هاي با ارزش افزوده بالا یا کاهش مدت زمان هاي میکروبی به منظور تولید کمپوستتلقیح
از  برخیشود و به دلیل ناتوانی در زنده ماندن سازي به توده کمپوست افزوده میکمپوست

ثیر چنین تیمارهایی گاها نامعلوم أممکن است تها در یک محیط رقابتی این مایه تلقیح
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انتخاب ریزجاندارانی مفید به عنوان مایه تلقیح مناسب براي داشتن تیمارهاي  رواز اینباشد 
  .(Vargas-Garcı et al., 2007)موفق ضرورت دارد 

  رشد تنفسی هوازي را تولید  زیادي برايهاي سلولولیتیک هوازي راندمان سلولی باکتري 
. (Singh et al., 1991) شودکنند که سبب ایجاد پروتئین سلول میکروبی از بیومس سلولزي میمی

 خود از را سلولز هکنند تجزیه هايآنزیمساخت زیست توانایی باکتري هايگونه از بسیاري اگرچه

 متعلق هايونهگ .اندداشته صنعتی مصارف براي را لازم کارایی هاآن از کمی تعداد تنها اند،داده نشان

 کننده تجزیه هايباکتري که اندهشد مطالعه منظور این براي متعددي تاکسونومیک هايبخش به

 Bacillus sp. ،Thermomonosporaگرم مثبت  هوازي هايباکتري و هااکتینومیست بین در سلولز

sp. ،Streptomyces sp. ،Thermopolyspora sp. ،Thermoactinomyces sp. ،
Micromonospora sp. ،Streptosporangium sp. ،Nocardia sp. وCellulomonas sp.  ،

 Cellvibrioو  Pseudomonas fluorescens ،Cellvibrio gilvus هاي هوازي گرم منفی باکتري

fulvusهوازي گرم مثبت هاي بی، باکتريRuminococcus albus ،Eubacterium cellusolvens ،
Ruminococcus flavefaciens ،Clostridium cellulovorans، Clostridium stercorarium  و
Clostridium thermocellum منفی گرم هوازيبیهاي و باکتري Acetovibrio cellulolyticus و 
Bacteroides cellulosolvens اندهشد مشاهده (Tuomela et al., 2000).  

از بین  کمی ها نیست تنها تعداد یا جلبکها و باکتريبه اندازه ها گرمادوستی در قارچ
هاي ترموفیل رشد کنند و این قارچزیاد در دماهاي  می توانندگونه قارچی  50000بیش از 

 هستندهاي ناقص ها و قارچها، آسکومیستهاي زیگومیستشناخته شده متعلق به جنس
(Mouchacca, 1997) .شوندواد میها موجب کمپوست شدن و هوموسی شدن ماین قارچ. 

ها شود که این قارچسازوکارهاي سریع تجزیه مواد آلی بخوبی شناخته نشده و تصور می همه
  از . هاي سلولی گیاهان را در هم بریزددیواره توانندمیها باشند که منبع خوبی از آنزیم

 58-61و دماي حداکثر  45-55در دماي مناسب  Chaetomiumهاي ترموفیل جنس قارچ
و  Trichoderma reeseiهاي مزوفیل دو گونه از جنس تریکودرما شامل است و از قارچ فعال

Trichoderma viride هستند درجه فعال  30توان نام برد که در دماي مطلوب را می
(Maheshwari et al., 2000). ها و روي چوب هاي ناقص در خاكتریکودرما از گروه قارچ

این برتري ممکن است با استعداد و توانایی . هستندغالب هاي گیاهی پوسیده و لاشبرگ



 کننده زیستیاران فعالهاي آزمایشگاهی بررسی ریزجاندروش                                       6

 
 Rossmann and) ها قابل تشخیص استمتابولیکی گوناگون و طبیعت رقابتی موثر این گونه

Davis, 1996) .هاي جدایهTrichoderma harzianum  ها به عنوان استفاده آن توانبه دلیل
هاي تریکودرما مثلا گونه ،اندقرار گرفتههاي اخیر مورد توجه عامل کنترل زیستی در سال

 Cho and) را داردگیاهی خاکزاد  بیمارگرهايتولید عوامل کنترل بیولوژیک در برابر  توانایی

Lee, 1999) .گونه T. reesei  جداسازي  1950از ریزجاندارانی سلولولیتیک است که در سال
 بسیارتولید صنعتی سلولازها که هاي مشخص و فرایندهاي شد و به دلیل پیشرفت و برنامه

این قارچ تولید . در کشورهاي مختلف توسعه یافته استپیاپی با ارزش هستند براي سالیان 
  .  تواند لیگنین را تجزیه کندنمیاما  استهاي سلولولیتیک کننده مناسب آنزیم

  
  و جداسازي ریزجانداران فعال کننده زیستی برداري نمونه - 3

 ايهلئمس نخستین ،و لیگنین سلولز هیدرولیز براي  میکروبی یندآفر یک اندازي راهدر 

 نیاز، مورد هاي زیستیکنندهتسریع عنوان به ریزجانداران جداکردن ،است اهمیت داراي که

 میکروبی هیدرولیز بررسی براي مختلفی هايروش .است هاآن طبیعی زیست محیط از

 تنوع ،اندجهموا آن با هاروش این همه که یمشکل اما .است هشد اجرا و طراحی سلولز

 براي مختلف هايآنزیم حضور متفاوت، ریزجانداران بین در مربوطه آنزیمی هايمسیست

 و القا لهئمس بالاخره و هستند دارهعهد را فرایند از ویژه اي بخش هرکدام کهبوده  هیدرولیز
  .(Kluepfel,  1988)  است مختلف محیطی شرایط در هامآنزی این مهار

 و لیگنین سلولز کننده تجزیه ریزجانداران جداسازي مطالعات در که طبیعی هايیطمح

 فضولات مختلف، هايخاك از عبارتند اهمیت ترتیب به شودمی کار هاآن روي

 نخستین .اهمرداب لاي و گل بالاخره و پوسیدن حال در خاشاك و هابرگ نشخوارکنندگان،

   .دگردمی بر میلادي 60و 50 هايدهه به است شده انجام زمینه این در که کارهایی
 اغلب شده داده کشت هايگونه سلولز کنندگیتجزیه فعالیت مستقیم ارزیابی نوین هايروش

 مواد وزن در کاهش یا و پنبه فیبرهاي کششی مقاومت در کاهش میزان گیريزهاندا شامل

 از که دارند معایبی هاروش این .است بررسی وردم هايباکتري با گرماگذاري از پس سلولزي
 تجارب به تازگی اما .است هاي یاد شدهویژگی بررسی براي زمان بودن اختیاري هاآن جمله

 دست به کدر ونیمه کدر هايمحیط کنندگیشفاف هايشآزمای از استفاده با رابطه در دیگري
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 سوبسترا هیدرولیزنبودن   یا و زهیدرولی کیفی بررسی ضمن ها،روش این در. است آمده

 تجزیه فعالیت میزان تعیین براي نیز کمی نیمه عیار یک ،شده آزمایش ریزجانداران توسط
 که مشترکی نکته .آورد دست به وانتمی شده ایجاد ايههاله قطر گیرياندازه با سلولز کنندگی

 خورد،یم چشم به ولزسللیگنینو کنندهتجزیه ریزجانداران جداسازي هايروش تمامی در

 منبع عنوان بهو لیگنین  سلولز همراه به نیتروژن منبع با پایه معدنی محیط یک از استفاده

 کننده تجزیه میکروبی هايآنزیم که است آن امر این علت .است کربنی منبع تنها یا عمده

   تولید شخیصت قابل مقادیر با شرایطی در تنها و بوده پذیرالقاء عمدتاًو لیگنین  سلولز
 محیط کربن اصلی منبع ساکاریدها دي یا مونو از برخی یا و آن مشتقات یا سلولز که شوندمی

 توسط همواره که آمیلازها است مانند بیان شونده دائم هايآنزیم برخلاف این که باشند

  . (Montenecourt and Eveleigh, 1977)شوندمی تولید ریزجانداران
لیتر از هر یک از میلی 10گرم و یا  10کننده زیستی میزان داران فعالجداسازي ریزجان براي

لیتر محلول سرم میلی 90 داراي يتریلیلیم 250 ریما ارلن داخلهاي جامد و یا مایع را نمونه
دور در دقیقه قرار داده  130دقیقه روي شیکر دورانی با دور  60نمکی سترون ریخته و به مدت 

نه  دارايهاي لیتر از محلول هموژنیزه به لولههاي رقت یک میلیهیه سريسپس براي ت. شودمی
 10- 6و  10- 5، 10- 4، 10- 3 هايرقت. بدست آید 01/0میلی لیترآب مقطر استریل اضافه تا رقت 

هاي تهیه شده در سه تکرار روي سطح میکرولیتر از رقت 100در نهایت . شودمینیز تهیه 
  دار جهت جداسازي سیکلوهگزامید 1کشت نوترینت آگار محیط دارايهاي تشتک پتري

جداسازي براي دار استرپتومایسین 2هاي باکتري و محیط کشت پتیتو دکستروز آگارجدایه
ها و به درجه سلسیوس براي باکتري 28ساعت در  24هاي قارچی منتقل و به مدت حداقل جدایه
 هايتشتک. شودمیها نگهداري قارچدرجه سلسیوس براي  25روز در دماي  30الی  15مدت 

  ).1400و همکاران،  کاري دولت آباد( شوندمیپتري به صورت مرتب و روزانه بازبینی 
  

  کننده زیستیریزجانداران فعالداري سازي و نگهخالص - 4
 درهایی که روي محیط کشت نوترینت آگار رشد کردند به دقت جداسازي و باکتري

به منظور . شوندمیسازي ینان از خالص بودن باکتري، خالصچند مرحله تا حصول اطم
                                                             
1  Nutrient agar 
2  Potato dextrose agar 
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بدین صورت . شودمیها به مدت طولانی از روش اسلنت کردن استفاده  نگهداري باکتري

که پس از ریختن محیط کشت نوترینت آگار در لوله آزمایش و قرار دادن لوله به صورت 
ها روي  باکتري. شودمیراهم شیبدار، یک سطح شیبدار داخل لوله براي کشت باکتري ف

 48درجه سلسیوس به مدت  28این سطح شیبدار کشت و درون انکوباتور در دماي 
ها پس از رشد در دماي چهار درجه سلسیوس قرار داده  باکتري. ندشومیداري ساعت نگه

  .ندشومیبار تجدید کشت شده و هر سه ماه یک
هاي سترون برداشته شده و توسط سوزنهاي رشد نموده روي محیط کشت جداگانه قارچ

براي . ندوشمیمحیط کشت پتیتو دکستروز آگار منتقل  دارايهاي پتري و به داخل تشتک
هاي براي این منظور قارچ در تشتک. شودمیتهیه یک جدایه خالص روش نوك ریسه استفاده 

ها نوك ریسهبیست و چهار ساعت پس از کشت، محل  شده وآب دو درصد کشت داده  داراي
ها به همراه مقداري از آگار اطراف آن نوك ریسه. شودمیگذاري در پشت تشتک پتري علامت

ها به مدت سه تا چهار منتقل و تشتک با سوزن سترون به محیط کشت پتیتو دکستروز آگار
  ).1400کاري دولت آباد، (ند شومیروز در تاریکی و در دماي اتاق نگهداري 

   15هاي فالکون هاي قارچی از کاغذ صافی سترون و لولهدایهبراي نگهداري ج
در روش کاغذ . محیط غذایی کشت پتیتو دکستروز آگار استفاده شد دارايلیتري میلی

میسلیوم خالص قارچ در مرکز تشتک پتري  دارايصافی سترون ابتدا یک قطعه آگار 
هاي کاغذ صافی سپس تکه .محیط غذایی کشت پتیتو دکستروز آگار قرار داده شد داراي

هفته درون انکوباتور  2-1ها به مدت تشتک. سترون دور تا دور این قطعه قرار داده شدند
پس از رشد قارچ و نفوذ میسلیوم به داخل . درجه سلسیوس نگهداري شدند 25با دماي 

ارچ هاي قمیسلیوم دارايها از انکوباتور خارج شده، قطعات کاغذ صافی کاغذ صافی، تشتک
کن سترون به در زیر هود لامینار از روي محیط کشت برداشته شده و در بین کاغذ خشک

سپس به کمک قیچی سترون به قطعات کوچکتري برش . ساعت خشک شد 48مدت 
لیتري میلی 5/1دار هاي پلاستیکی دربداده شدند و قطعات مربوط به هر جدایه به لوله

پارافیلم مسدود شد و براي نگهداري به درون فریزر با  ها بادرب لوله. سترون منتقل شدند
  ).1400کاري دولت آباد، ( درجه سلسیوس منتقل شدند -20دماي 
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هایی به قطر پنج میلیهاي فالکون به این ترتیب است که قرصروش استفاده از لوله
 پتیتو هاي فعال هر جدایه برداشته شد و به محیط کشت موربپرگنه متر از حاشیه

سپس به مدت هفت روز درون انکوباتور . هاي فالکون منتقل شددکستروز آگار درون لوله
دماي چهاردرجه نگهداري، به  برايو . درجه سلسیوس قرار داده شدند 25با دماي 

  ).1400کاري دولت آباد، (سلسیوس منتقل شدند 
 

  ها کنندگی لیگنین جدایهسنجش فعالیت تجزیه - 5
، محیط کشت چاپک )توان تجزیه لیگنین(فعالیت لیگنینولیتیک به منظور ارزیابی 

تهیه و هر یک از  1هاي مطابق جدول متیل بلو، تریپان بلو و کنگورد با ترکیب داراي
هاي نوترینت آگار و پتیتو دکستروز آگار، هاي خالص رشد یافته روي محیط کشتجدایه

 درجه 37 يدما در تساع 96 مدت بهکشت و حداقل  هاي پتريدر وسط تشتک
براي . می شوند داده قرارها درجه سلسیوس براي قارچ 28و  هاسلسیوس براي باکتري

فعالیت لیگنینولیتیکی از سه ترکیب متیل بلو، تریپان بلو و کنگورد به میزان یک  مشاهده
هاي داراي هاله شفاف در اطراف جدایه. شودگرم به صورت مجزا و ترکیبی استفاده می

 یکلن قطر به هاله قطرنسبت . )2 شکل( شوندهاي مثبت انتخاب میعنوان جدایههکلنی ب
 ادداشتی و يریگاندازه قیدق کش خط با است لیگنیناز میآنز دیتول زانیم از یشاخص که
 . (Saparrat et al., 2008; Hemati et al., 2018) دوشمی

 
  تهیه محیط کشت چاپک برايت و مقادیر مورد نیاز ترکیبا -1جدول 

  نام ترکیب  در لیتر گرم
5   NH4NO3 

53/0   KH2PO4  
55/4   K2HPO4  
5/0   MgSO4.7H2O  
1/0   Yeast extract  
1   Methyl blue یا Trypan Blue  یا Congored  

  Glycerol  میلی مولار 40
15   Agar  
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  ها ز جدایهکنندگی سلول سنجش فعالیت تجزیه -6

و   BHM7  هايمحیط کشت) توان تجزیه سلولز(به منظور ارزیابی فعالیت سلولولیتیک 
BSM8 هاي خالص رشد یافته روي تهیه و هر یک از جدایه 2هاي مطابق جدول با ترکیب

کشت و  هاي پتريهاي نوترینت آگار و پتیتو دکستروز آگار، در وسط تشتکمحیط کشت
درجه  28و  هاسلسیوس براي باکتري درجه 37 يدما در ساعت 96 مدت بهحداقل 

 نخست هاله مشاهده يبرا، BHMدر محیط کشت . شوندمی داده قرارها سلسیوس براي قارچ
 از پس و کرده ورغوطه کنگورد درصد 3/0 محلول با را یکلن داراي هاي پتريتشتک سطح

 کی محلول با و هیتخل هاي پتريتکمحلول کنگورد اضافی باقیمانده در سطح تش قهیدق 20
، BSMدر محیط کشت . (Teather and Wood, 1982)شود می جایگزین میسد یدکلر مولار
. (Rubeena et al., 2013) شودمی ورغوطه آیودین با یکلن داراي هاي پتريتشتک سطح
 ندوشمیهاي مثبت انتخاب عنوان جدایهههاي داراي هاله شفاف در اطراف کلنی بجدایه

 خط با است سلولاز میآنز دیتول زانیم از یشاخص که یکلن قطر به هاله قطرنسبت . )2 شکل(
  . دوشمی ادداشتی و يریگ اندازه قیدق کش

  
  BSMو  BHMهاي ترکیبات و مقادیر مورد نیاز براي تهیه محیط کشت - 2جدول 

 BSMکشت  محیط  BHMکشت محیط

  نام ترکیب  یترگرم در ل  نام ترکیب  در لیتر گرم
10  Carboxymethyl cellulose 5/7 Carboxymethyl cellulose 
1  KH2PO4  1 KH2PO4 
2/0  MgSO4 .7H2O  2 MgSO4.7H2O 
1  NH4NO3  2 NaNO3 

05/0  FeCl3. 6H2O  5/0 KCl 
02/0  CaCl2  5/0 Protease pepton 
1  K2HPO4  15  Agar 

15  Agar     
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  . هاي باکتري و قارچیاطراف کلنی جدایههاله شفاف تشکیل شده  - 2شکل 
فعالیت سلولولیتیکی جدایه ) ج. فعالیت لیگنینولیتیکی جدایه باکتري) ب. فعالیت سلولولیتیکی جدایه باکتري) الف

  ).1400و همکاران،  کاري دولت آباد(فعالیت لیگنینولیتیکی جدایه قارچی ) د. قارچی
  

  زسلولا سیستم دھندهتشکیل ھایآنزیم -٧
 بین هماهنگی و همکاري سلولاز، هايسیستم توسط سلولزي سوبستراهاي هیدرولیز براي

 کلی گروه سه بر اصولاً سلولاز سیستم دهندهتشکیل ايهآنزیم. است نیاز مورد آنزیم چند

-βو  endo-β-1,4-glucanase  ،exo-β-1,4 glucanase شامل هامآنزی این .شوندیم تقسیم

1,4-Glucosidase هاباکتري زیرا هاستقارچ از ترساده اهباکتري سلولولیتیک سیستم. هستند 

 برخی واقعیت این علیرغم ولی کنندمی تولید را بتاگلوکوزیداز و اندوگلوکاناز ايهآنزیم تنها

 . دانداده نشان خود از نیز را کریستالی سلولز تجزیه توانایی هاباکتري هايگونه
 

    Endo-β-1,4 Glucanase  ھایآنزیم -١-٧
 صورت هاآن روي مطالعات بیشترین که قارچی منشأ با  CMCaseز یا ناااندوگلوک هايآنزیم

 محتوي خنثی و خاص حالت در و دارند دالتون 5500 تا 5300 بین مولکولی جرم است، گرفته

 زنجیر دنش قطعه قطعه هاآنزیم این .است متغیر درصد 7/44 تا صفر بین هاآن کربوهیدرات

 نتیجه که کنندمی تسریع "4 و1 بتا " یديزگلیکو اتصالات محل از تصادفی بصورت را سلولزي

 .است همراه کننده احیا قند غلظت تدریجی افزایش و پلیمر طول در سریع کاهش با آن
جانشین   (CMC سلولز متیل کربوکسی هیدرولیز براي بالایی فعالیت میزان اندوگلوکانازها
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 سلولز اتیل هیدروکسی نیز و اسید با شده اصلاح سلولز و) است محلول آب در هک سلولز

  . (Bhat and Bhat, 1997) دهندیم نشان خود از را  )لمحلو سلولز از دیگري جانشین(
  

  Exo-β-1,4 Glucanase ھایآنزیم -٢-٧
 عمده گروه دو به شوندمی نامیده نیز 1آویسلاز کلی نامهب کهي اگزوگلوکانازها هاآنزیم

Β-1,4 Glucan glucohydrolase  وΒ-1,4 Glucan cellobiohydrolase شوندمی تقسیم 

 احیاکننده غیر انتهاي از را سلوبیوز واحدهاي دوم آنزیم و گلوکز واحدهاي اول که آنزیم

  .(Bhat and Bhat, 1997) کندمی جدا سلولزي زنجیر
 

   β-1,4 Glucan glucohydrolase ھایمآنزی -٣-٧
 سلولاز سیستم دیگر اعضاي به نسبت گلوکوهیدرولاز آنزیم براي   آمده بدست اطلاعات

 فسفریک، اسید با شده اصلاح سلولز به آنزیم این که است شده گزارش .است کمتر
 به فرعی آنزیم یک بصورت آنزیم این. دهدمی نشان زیادي تمایل CMC و سلوالیگوساکارید

 در دسته این از جداشده هاي آنزیم تمامی که این با .کندمی عمل یدرولازسلوبیوه آنزیم موازات

 آنزیمی منبع به CMC و شکل بی سلولز برابر در فعالیت هستند، فعال سلوالیگوساکاریدها برابر

  . (Deobald  and Crawford, 1997) دارد بستگی
  

   β-1,4 Glucan cellubiohydrolase آنزیم-١-٣-٧  
 از مشتق سوبستراهاي به تمایلی ،هستند موسوم نیز سلوبیوهیدرولاز به که هامآنزی این

 اندوگلوکانازها به نسبت بالاتر سوبسترایی ویژگی مبین مسأله این .دهندنمی نشان سلولز

 افزاییهم شیوه به و با اندوگلوکانازها استتولیدکننده این آنزیم  تریکودرما قارچ .است

 هستند مؤثر فیبري یا کریستالی سلولز و هادکسترین روي لازسلوبیوهیدرو. کندمی عمل
 .(Wood and McCrae, 1982) دهندنمی نشان اثري CMC یا سلوبیوز روي اما
 β-1,4-Glucosidase  آنزیم -٢-٣-٧ 

 هیدرولیز گلوکز به را زنجیره کوتاه سلوالیگوساکاریدهاي و سلوبیوز ،2سلوبیازیا  آنزیم این 

 واقع در سلوبیازم آنزی .کنندنمی حمله زنجیره بلند هايسلودکسترین یا سلولز به اما کنند،یم

 صناعی نیمه مشتقات از هیچکدام یا طبیعی سلولز به زیرا نیست سلولاز کمپلکس از بخشی

                                                             
1   Avicelase 
2 Cellobiase 
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 نهایی محصول عنوان به گلوکز که هنگامی فوق آنزیم وجود این با. دهدنمی نشان تمایلی آن

 صورت در. است اردعهده را هیدرولیز فرایند این از عمدهبخش  یک است نظر مورد هیدرولیز
  . (Juhasz et al., 2004) یابدمی کاهش شدت به آنزیم این فعالیت گلوکز حضور

 
 سلولاز ھای آنزیم فعالیت میزان تعیین ھای روش -٨

 افزاییهم بطور که است آنزیم نوع چند از متشکل سلولاز آنزیمی سیستم اینکه علت به

 ساختن روشن منظور به آنزیمی سنجش چندین ابداع درصدد شناسانآنزیم کنند،می عمل
 در اینکه دلیل به راستا این در .اندبوده سلولز هیدرولیز در آنزیمی کمپلکس عملکرد

 مقایسه شد،می گرفته نظر در اختیاري صورت به آنزیم فعالیت واحد مختلف هايآزمایشگاه

  یک IUPAC بیوتکنولوژي کمیته 1984سال در .رسیدمی نظر به ممکن غیر هاداده کمی
   .نمود منتشر سلولاز آنزیم فعالیت گیرياندازه براي استاندارد هايروشمجموعه 

  

  آنزیمی فعالیت کلی ارزیابی -١-٨
 اب توانمی را) بتاگلوکوزیداز و اگزوگلوکاناز، اندوگلوکاناز( سلولاز آنزیمی کمپلکس فعالیت

ن بی از. کرد تعیین آویسل یا و صافی کاغذ کتان، الیاف مانند کریستالی سلولزهاي از استفاده
ا سوبستر بهترین را کتان الیاف از شده تهیه  صافی کاغذ و کتان الیاف توانمی مواد این

ن عنوا به سلولزي صافی کاغذ از ، IUPAC بیوتکنولوژي کمیته پیشنهادي روش در. دانست
د تولی کننده احیا قندهاي روش این در(Mandels et al., 1976).  شودمی استفاده سوبسترا

  د قن میکرومول تعداد برابر با آنزیمی واحد و شده سنجیده آنزیمی سیستم توسط شده
ي گیرهانداز هرگاه. است دقیقه یک در آنزیمی محلول یترلمیلی یک در شده آزاد کننده احیاء
آویسل ز ا شود انجام کننده احیاء عوامل یا و یون داراي محیط در هکنند احیاء قندهاي کلی
 .شودمی استفاده سوبسترا عنوان به شده رنگ
 

  تھیھ مایع کشت-١-١-٨
 سپس و تهیه لازم مقادیر در نوترینت براث کشت محیط نخستتهیه مایع کشت،  براي

 درجه سلسیوس121 دماي با اتوکلاودر  و توزیع لیتريمیلی 100 هاينارل در لیترمیلی 20

 لوپ یکجدایه  هراز  شعله کنار و لامینار زیر در سپس. شود استریل دقیقه 20 مدت به

 روي باکتري رشد براي هوادهی منظور به هاارلن .شود داده کشت ارلن داخل در باکتري
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در  کر،یش روي گرماگذاري ساعت 18 از پس .دوش داده قرار دقیقه در دور 120 سرعت با شیکر

شرایط استریل به میزان دو درصد حجمی از مایع کشت که در هر میلی لیترآن جمعیتی 
  .هاي سلولولیتیک تلقیح شودسوبستراهاي اختصاصی آنزیم داراياست  به محیط   108معادل 

  

   Endo-β-1,4 Glucanase آنزیم فعالیت گیری اندازه -٢-١-٨
 آنزیم این فعالیت گیرياندازه براي سلولز متیل کربوکسی مانند سلولز محلول مشتقات

 اختصاصی طور به سوبسترا این از اندوگلوکاناز آنزیم اینکه به توجه با .شودیم استفاده

 سلوبیوهیدرولازو گلوکوهیدرولاز  مانند شده خالصگلوکاناز اگزو هايآنزیم کند،می استفاده

 آنزیم فعالیت .است اندك سیارب فعالیت این یا و نداشته فعالیتی سوبسترا این روي

 کنندهاحیاء قند میزان ارزیابی راه از یا1  (CMC) سلولز متیل کربوکسی روي اندوگلوکاناز

  .دشومی گیرياندازه سوبسترا ویسکوزیته در تغییر شیوه از یا و محلول در
 اسید لیکیسالیس نیترو ديبا  گلوکاناز در محلول روییاندو آنزیم فعالیت تعیین

(DNS)2 ساعته به منظور دستیابی به  72و 48 ،36 ،24، 18هاي گرماگذاري و در زمان
  . (Miller, 1959) شودمیمناسبترین زمان انجام 

 محلول  سازيآماده روش DNS  
 30 و حل مقطر آب لیترلیمی 50 در را اسید لیکیسالیس نیترو دي پودر گرم یک ابتدا

 به نیز نرمال دو سود از لیترمیلی 20 سپس .دوش فهاضا آن بهتارتارات  سدیم پتاسیم گرم

 .دوش رساندهحجم  به لیتريمیلی 100 ژوژه بالن در کامل انحلال از پس و افزوده هاآن
 شود نگهداريچهار درجه سلسیوس  یخچال در و پوشانده فویل با ظرف اطراف

(Colowick and Kaplan, 1955) .  
   6لارمو یکدهم سیترات بافر تهیهروش = pH  

 سدیم سیترات لیترمیلی 5/41 به مولار دهم یک سیتریک اسید از لیترمیلی 5/9مقدار  

)Na3C6H5O7( دوش رسانده لیترمیلی 100 به نهایی حجم سپس ه واضاف مولار یکدهم.   
 سوبسترا تهیه روش  

                                                             
1 Carboxymethyl cellulose  
2   Dinitrosalicylic acid  
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 .دوش تهیه مقطر آب در سلولز متیل کربوکسی سدیم نمک از درصد دو محلول ابتدا
 مقطر آب از حجم یک و مولار یکدهم سیترات بافر از حجم یک با آن از حجم دو سسپ

  رسدمی درصد یک بهسلولز  متیل کربوکسی غلظت ترتیب بدین .شود مخلوط
 (Stewart and Leatherwood, 1976) . 

 آنزیمی محلول تهیه روش  
 نمونه لیترمیلی یک میزان استریل شرایط در ارلن هر از شده یاد زمانی فواصل در

 قرار دقیقه 15 مدت به و دقیقه در دور 8000 با سانتریفیوژ در هاهنمون سپس. دوش برداشت

 براي .استفاده شود آنزیمی محلول عنوان به باکتري بدونیی رو صاف محلول. دوش داده

درجه سلسیوس  - 28 دماي فریزر در و یخ ظرف در آنزیمی محلول مدت، طولانی نگهداري
  .دوش داده قرار
  گلوکز استانداردهاي تهیه  

، 1/0،  05/0،  0/0هاي رقت سپس و دوش حل مقطر آب لیتر یک در گلوکز گرم دهمیک
  400 به رقت هر از میکرولیتر 400 سپس. شود تهیه آن ازو یک  8/0، 6/0، 4/0، 2/0

 هاآن ذبج شد گفته بالا قسمت در که ترتیبی همانند و دوش اضافه DNS محلول ازمیکرولیتر 

  .شود قرائت نانومتر 540 موج طول در  UV/VIS-CE2040فتومتر مدلوبا دستگاه اسپکتر
  یمیآنز واحد فیتعر و آنزیم فعالیت تعیین  

 منتقل رویی صاف محلول از لیتریمیل یک داراي آزمایش لوله به سوبسترا از لیترمیلی یک

 ساعت یک مدت به ه سلسیوس درج 40ي دما انکوباتور داخل کردن مخلوط از پس و دوش

 لوله در را آزمایش لوله هر داخل نمونه از میکرولیتر 400 ساعت یک از پس. دوش داده قرار

 مدت به هالوله .دوش اضافه آن به را DNS محلول ازمیکرولیتر  400 و کرده منتقل دیگري

   بهب مقطر لیتر آمیلی 2/3 شدن سرد از پس یرد و گ قرار جوش آب حمام در دقیقه پنج
 به دقیقه 20 مدت به هالوله .دوش مخلوط خوب هاآن محتویات 1ورتکس توسط و افزوده هاآن

 طول در  UV/VIS-CE2040فتومتر مدلوبا دستگاه اسپکتر هاآن جذبسپس  رها خود حال

 استاندارد منحنی خطی زاویه بر نمونه هر جذب تقسیم با .دوش قرائت نانومتر 540 موج

 کی فیتعر برپایه. (Miller, 1959) آیدمی دست به کننده احیا قندهاي کلی ظتغل گلوکز،
                                                             
1 Vortex 
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 استاندارد طیشرا در را گلوکز کرومولیم کی بتواند که یمیآنز مقدار با است برابر یمیآنز واحد

  .دینما آزاد نمونه
  

  Exo-β-1,4 Glucanaseفعالیت آنزیم  گیریاندازه -٣-١-٨
 ولی هستند، سلولز متیل کربوکسی روي اندکی فعالیت رايدا اگزوگلوکاناز هايآنزیم

 سلوالیگوساکاریدها، و آمورف سلولز .دهندمی نشان آویسل روي را بالایی فعالیت

 که داشت نظر در باید ولی هستند؛ شده خالص اگزوگلوکانازهاي براي مناسبی سوبستراهاي

 براي که گفت توانمی پس .کنند هاستفاد سوبستراها این از توانندمی نیز نازهاااندوگلوک

 فسفریک اسید با شده متورم سلولز یا آویسل از اگزوگلوکاناز هايآنزیم فعالیت گیرياندازه

 استگیري فعالیت آنزیمی اگزوگلوکاناز با آویسل به شرح زیر اندازه. شودمی استفاده
(Zhang et al., 2009):  

  :مواد لازم 
  )FMS PH 101 or PH 105 or Sigmacell 20(آویسل  - 1
  ) pH=8مولار با 1/0(بافر استات سدیم  - 2
  محلول فنل پنج درصد - 3
  %98اسید سولفوریک  - 4

 :مراحل کار

میزان رطوبت آویسل لحاظ (سدیم در بافر استات% 25/1تهیه سوسپانسیون آویسل  - 1
  ).شود

  )میلی متر100×13(لیتر از سوسپانسیون آویسل به لوله آزمایش میلی 6/1افزودن  - 2
  در صورت لزوم تهیه سري رقت آنزیم با بافر استات سدیم - 3
و محلول آنزیمی در حمام بخار در ) سوسپانسیون آویسل(به تعادل رسیدن سوبسترا  - 4
   C°50دماي 
لیتر میلی 6/1با ) C°50پس از بن ماري در دماي ( میلی لیتر از محلول آنزیمی 4/0- 5

  .دوآویسل مخلوط ش
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  .دوانکوباسیون ش C °50وط در دمايمخل - 6
  .دوبراي متوقف کردن واکنش آویسل با آنزیم، در مخلوط آب و یخ قرار داده ش - 7
لیتر مخلوط آنزیمی و سوبسترا را در میکروتیوب ریخته و به مدت سه یک میلی - 8

  .دوسانتریفیوژ ش 13000دقیقه در دور 
محلول آنزیمی لیتر میلی 4/0استات با  لیتر بافرمیلی 6/1براي تهیه شاهد آنزیمی  - 9

  .شودمخلوط 
میلی لیتر بافر 4/0با % 25/1از آویسل لیتر میلی 6/1براي تهیه شاهد سوبسترا  -10

  .دواستات مخلوط ش
اسید سولفوریک –براي تعیین قند محلول کل در محلول رویی به روش فنل  -11

  :دومراحل زیر انجام ش
میلی لیتر فنل  7/0از محلول رویی با لیتر میلی 7/0ر در لوله آزمایش مقدا -11-1

  .دومخلوط ش
اسید سولفوریک غلیظ به محتویات لوله لیتر میلی 5/3با احتیاط کامل مقدار  -11-2

  .دوازمایش اضافه ش
دقیقه شدت رنگ ایجاد شده با  20پس از تعادل در دماي اتاق به مدت  -11-3

  .شودقرائت نانومتر   490  دستگاه اسپکتروفتومتري در طول موج
فعالیت آنزیم بر اساس رابطه خطی بین مقدار کل قند آزاد شده و سري رقت  -12

هر واحد فعالیت آنزیم اگزو گلوکاناز معادل مقدار آنزیمی است که . دوآنزیمی محاسبه ش
  . بتواند معادل یک میکرو گرم گلوکز را از آویسل در هر دقیقه آزاد نماید

 

  β-1,4-Glucosidaseآنزیم فعالیت گیری  دازهان -٤-١-٨
   :(Zhang et al., 2009) است ه شرح زیربآنزیم بتا گلوکوزیداز با سلوبیوز  گیريروش اندازه

  
  :مواد موردنیاز

  تازه تهیه شده در بافر سیترات میلی مول  15  سلوبیوز -1
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     pH= 8/4 بامیلی مول   50 بافر سیترات -2

  :مراحل کار
  .دولیتر از عصاره آنزیمی داخل لوله آزمایش ریخته شلییک می

  .به تعادل رسد C°50در دماي ) میلی مول 15  زسلوبیو( محلول آنزیمی و سوبسترا - 2
عصاره آنزیمی یک میلی لیتر سوبسترا اضافه و سپس در دماي  دارايبه لوله آزمایش  - 3

C°50  دودقیقه قرار داده ش 30به مدت.  
ها بلافاصله و سپس لوله گیردبه مدت پنج دقیقه روي حمام بخار قرار  لوله آزمایش - 4

  .شودد تا واکنش متوقف وبه مخلوط آب و یخ منتقل ش
لیتر بافر سیترات لیتر سلوبیوز و یک میلیشاهد سوبسترا شامل مخلوط یک میلی - 5

  .دوتهیه ش
محلول لیتر لیمیمحلول سلوبیوز و یک لیتر میلیشاهد آنزیم شامل مخلوط یک  -6

نکته اینکه مراحل تهیه . است) مقادیر مختلف از محلول گلوکز آماده( آنزیمی رقیق شده
  .استها نزیمی همانند محلول آنزیمی نمونهمحلول شاهد سوبسترا و شاهد آ

با افزودن محلول آماده کیت بر اساس دستورالعمل کیت گلوکز اکسیداز مقدار  -7
به تعادل در دماي اتاق و تثبیت رنگ صورتی ایجاد شده با  آزادسازي قند پس از رسیدن

  .شودقرائت نانومتر   500- 546 دستگاه اسپکتروفتومتري در طول موج 
مقدار گلوکز واقعی نمونه بر اساس رابطه و منحنی استاندارد بین مقدار گلوکز کیت  -8

  .دوگلوکز و قرائت دستگاه محاسبه ش
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