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  تجزيه كننده باگاس قارچهايجداسازي و شناسايي 
  1فهيمه قاسميو  2، منير ملايي1، بيژن بمبئي2محمد رعايايي ،*1فاطمه تابنده

  پژوهشكده بيوتكنولوژي صنعت و محيط زيست پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري،تهران،  1
  شناسي، دانشكده علوم، گروه زيست دانشگاه شهيد چمراناهواز،  2

 1/2/88: تاريخ پذيرش   24/10/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

جدايه توانايي رشد بر روي محيط كشت حاوي باگاس به  3 كه فقطاز باگاس نيشكر جدا شد نمونه قارچي  15 حاضر در تحقيق
 جنسمتعلق به جدايه  سه نشان داد كه هر كيمرفولوژي و ميكروبيولوژيكيهاي آزمايش. را داشتاصلي عنوان منبع كربن 

آسپرژيلوس نشان داد كه  مناسبدر شرايط  مربوط به تجزيه ليگنين توسط اين ميكروارگانيسمها هايآزمايش .ستا آسپرژيلوس
نسبت به وزن خشك ( را ليگنين درصد 48/3و  85/9، 54/12 به ترتيب نايجر، آسپرژيلوس ترئوس و آسپرژيلوس فوميگاتوس

 21در روز  56/5و  U/L 02/10 ،89/9با مقادير  به ترتيبرا ليگنين پراكسيداز نزيم آهمچنين  و تجزيه كردند )باگاس
 39و  U/L 47 ،58 ه ميزاننيز بسلولاز آنزيم  .توليد نمودندنزيم آاين در حضور وراتريل الكل به عنوان محرك توليد  گرماگذاري

بيشترين ميزان تجزيه ليگنين . شدو اندازه گيري ليد تو آسپرژيلوس نايجر، آسپرژيلوس ترئوس و آسپرژيلوس فوميگاتوس توسط
مورد نظر  قارچهايبنابراين . به دست آمد آسپرژيلوس ترئوس توسطو حداكثر فعاليت سلولازي  آسپرژيلوس نايجر توسط

  .ندشتدا اوليه براي توليد آنزيم ادهبه عنوان مرا ثر از باگاس ؤاستفاده متوانايي 

  .آسپرژيلوس، سلولاز، ليگنيناز، زيه زيستيباگاس، تج :كليدي واژه هاي

   taban_f@nigeb.ac.ir ، پست الكترونيكي 44580359نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
اين . باشد ليگنوسلولز مي  ترين تركيب زيست توده عمده

فتوسنتز را نيمي از مواد توليد شده توسط  تركيبات حدود
در حال حاضر تحقيقات وسيعي در  .)23( دنده تشكيل مي

غذا، انرژي و توليد  به منظوركشورهاي مختلف 
بر روي ضايعات ليگنوسلولزي  آنزيمها هايي نظير وردهفرآ

تا به نوعي مورد استفاده در حال انجام است كشاورزي 
 ).25و  19( قرار گرفته و در محيط انباشته نشوند

سلولز و ليگنين  ولز از سه نوع پليمر سلولز، هميليگنوسل
كووالانسي و توسط پيوندهاي غيركه تشكيل شده 

 اند عرضي كووالانسي به يكديگر متصل شده پيوندهاي
هايي از قندهاي  سلولز ماكرومولكول سلولز و همي. )12(

پيچيده شامل  كه ليگنين يك پليمرمختلف هستند، در حالي

ان است كه توسط اتصالات عرضي به واحدهاي فنيل پروپ
اند به طوري كه انواع پيوندهاي شيميايي بين هم باند شده

شود به دليل اين پيچيدگي، مقاومت آن  واحدها ديده مي
و  12(نسبت به تخريب زيستي توسط ميكروبها زياد است 

خصوصاً انواع  ميكروارگانيسمهابا اين حال برخي ). 26
اند تا  ي خاصي را توسعه داده، سيستمهاي آنزيمقارچها

). 20و  16 ، 14(دست آورند ه توانايي تخريب ليگنين را ب
ي پوسيدگي قارچها، بالاخص قارچهاواكنشهايي كه توسط 

شود غالباً توسط  سفيد براي تأثير بر ليگنين انجام مي
ي پراكسيداز خارج سلولي نظير ليگنين پراكسيداز و آنزيمها

  . )20و  16،  14 ، 8(شود  ميمنگنز پراكسيداز آغاز 
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باگاس مواد . يكي از ضايعات ليگنوسلولزي باگاس است
استخراج  به منظورباقيمانده از خرد كردن ساقة نيشكر 

همي  /در باگاس مقدار تركيب سلولز. شيرة نيشكر است
درصد  5-25درصد و محتواي ليگنين بين  60- 70سلولز 

  .متغير است

هاي  يندآفردر كارخانه طي  ،عنيشكر برداشت شده از مزار
باگاس و ملاس  تبديل به شكر شده و بقايايي چون مختلفي

اكثر عناصر غذايي كم مصرف و پر . از آن بر جاي مي ماند
مصرف مورد نياز براي رشد گياه نيشكر در اين بقايا وجود 

با توجه به اينكه اين عناصر غذايي توسط گياه در طي . دارد
ذب شده اند براي ادامه رشد نيشكر دوره رشد از خاك ج

يندي به آبايد اين عناصر طي فر در سالهاي بعدي مجدداً
تا خاك فقير نشده و يا از باروري آن د نشوخاك برگردانده 

افزودن مستقيم اين مواد زائد به خاك علاوه . كاسته نشود
 بر صرف هزينه هاي زياد حمل و نقل، انتشار آفات و

بت بين گياه و ميكروبهاي تجزيه كننده بيماريها، ايجاد رقا
اين مواد زائد مشكلاتي را نيز براي آبياري در پي خواهد 

لذا قبل از افزودن اين مواد به خاك ضروري است  ،داشت
يندهايي اين بقايا تجزيه شده و به صورت كود آلي آطي فر

 .ميكروبي در آيد تا عوارض جانبي اين بقايا بر طرف شود
درصد همي  30 ،درصد سلولز 4/33مل باگاس تازه شا

شركت توسعة  .درصد ليگنين مي باشد 9/18سلولز و 
هزار تن  700نيشكر و صنايع جانبي علاوه بر آن كه سالانه 

هاي زيادي مانند  كند ضايعات و پسماند شكر توليد مي
در حال . هاي نيشكر و ملاس دارد باگاس، برگ و شاخه

كه بر يك ميليون تن است  حاضر توليد سالانة باگاس بالغ
 M.D.Fنئوپان و  مقداري از آن براي توليد كاغذ،

(medium density fiber)  يا بهمراه ساير پسماندها براي
شود،  تهية كمپوست و يا افزودني به خوراك دام اضافه مي

با اين وجود همچنان حجم عظيمي از باگاس به مصرف 
هاي زياد  هرسد و يكي از معضلات شركت صرف هزين نمي

با توجه به . )11 و 3( براي معدوم نمودن باگاس است
اهميت كشت نيشكر و توليد بالاي باگاس حاصل از 

 به عنوانواحدهاي استحصال شكر در كشور، استفاده از آن 
يندهاي بيولوژيكي آيك منبع تجديدپذير و سوبستراي فر
 لذا باگاس همچنان. كاملاً اقتصادي و مقرون به صرفه است

باشد تا روشها و  يك نقطة تمركز براي محققان مي به عنوان
ه فنون نوين را براي استفادة بهينه از آن ثروت ملي ب

  . كارگيرند

دارا بودن درصد بالايي از  به دليلدر اين مطالعه باگاس 
و نيز ارزان، فراوان و در دسترس بودن جهت  كربوهيدراتها

. جه قرار گرفتثر به خاك مورد توؤتجزيه و بازگشت م
جداسازي قارچهاي تجزيه كننده ليگنين از باگاس و 
بررسي قدرت آنزيمي آنها براي تجزيه تركيبات 

 .هداف اصلي اين تحقيق مي باشداليگنوسلولزي از 

  مواد و روشها
 Trashباگاسهاي طرح  برداري از نمونه: نمونه برداري

blanket ه در و نيز باگاسهاي انبار شده در كنار كارخان
   . )4( واحد كشت و صنعت اميركبير انجام شد

از  ميكروارگانيسمهاجهت جداسازي  :جداسازي قارچها
مقطر  ميلي ليتر آب 10گرم باگاس در  1باگاس، ابتدا 

و چندين بار اضافه شده  آزمايش در يك لولهاستريل 
فيبرهاي باگاس  بتوانند از ميكروارگانيسمها تا ورتكس شد
  سريال رقتهايحاصل سوسپانسيون  ازسپس  .جدا شوند

از هريك از رقتهاي حاصل به . تهيه شد 10-10الي  1-10 
روي پليتهاي حاوي بر ميكروليتر برداشته و  100اندازة 

كشت  PDA (Potato Dextrose Agar)شت محيط ك
 72به مدت  سانتي گراد درجه 30دماي در  و تهيه گسترده

هاي حاصل ر يك از كلنياز ه نهايتاً .ساعت گرماگذاري شد
  .كشت خالص تهيه گرديد

 به منظور :تجزيه كننده باگاس قارچهايجداسازي 
كليه قارچهاي  ،قارچهاي تجزيه كننده باگاس جداسازي

 معين با محيط كشت به PDAرشد كرده بر روي محيط 
 انتقال داده اصلي مختلف باگاس به عنوان منبع كربن مقادير
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ي كشت حاوي باگاس، لازم بود براي تهيه محيطها. ندشد
تيمار . وندطي چند مرحله تيمار ش باگاسهاا كه در ابتد

حذف  به منظورعات ليگنوسلولزي از جمله باگاس ضاي
ز نرم شدن يمواد زائد قابل حل در حلالهاي آبي و آلي و ن

بافت گياهي و هيدروليز نسبي ليگنوسلولز ضروري است و 
 22 ، 21(ارائه شده است در اين زمينه گزارشهاي متعددي 

ابتدا  : در اين تحقيق از روش زير استفاده شد). 23و 
درجه  105 ±3در دماي  وشده   شسته با آب مقطر باگاسها

 40با آسياب خرد و با مشسپس  .ندخشك شدسانتي گراد 

- 50بنزن به نسبت  -با حلال الكلاز آن پس  ند وشد الك
 آب بخار در نهايتاًو شستشو داده در دستگاه سوكسله   50

تيمار به مدت يكساعت درجه سانتي گراد  121در دماي
   .شدند

جدايه ها به رشد در بستر كشت جامد در ابتدا لازم بود تا 
. سازگار شونداصلي  حاوي باگاس به عنوان منبع كربن

سپس  و 1 ابتدا آنها را در محيط پيش كشت بدين منظور
نسبت  شده وتغيير داده  M9محيط  كه 2پيش كشت 

بود،  30به  1و  20به  1 به ترتيبگلوكز به باگاس در آنها 
 محيط پيش كشتمواد ثابت اين دو . كشت داده شدند

 MgSO4.7H2O، 1گرم  KH2PO4  ،5/0 گرم 1متشكل از 
در يك ليتر عناصر كمياب ميلي ليتر  1 و 2SO4(NH3)گرم 
 گرم 2گرم گلوكز و  1/0از   1محيط پيش كشت  در .بود

 06/0از  2پيش كشت محيط در و  )20به  1نسبت ( باگاس
 .باگاس استفاده شد) 30به  1نسبت (گرم  2گرم گلوكز و 

pH توسط  محيطدو  هرHCl 1/0  تنظيم  4بر روي نرمال
  .شد

و سپس  1در محيط پيش كشت  كه جدايه هاي قارچي
به بستر جامد حاوي  ه بودند،رشد كرد 2محيط پيش كشت 

 گرم MgSO4.7H2O  ،1 گرم KH2PO4، 5/0 گرم  3
(NH3)2SO4 ،1  گرم گلوكز  1/0 و كميابعناصر ميلي ليتر

 با ) 50به  1 :باگاسسبت گلوكز به ن(گرم باگاس  5و 
  .انتقال داده شدنددرصد  75- 70رطوبت 

براي مشاهده و اندازه گيري  :بررسي فعاليت ليگنوليتيكي
محيط كشت  از ميزان تجزيه ليگنين و فعاليت سلولازي

گرم  CaCl2، 1/0گرم  KH2PO4 ،5/0گرم  2مايع حاوي 
MgSO4 ،5/0 گرم (NH3)2SO4  عناصر ميلي ليتر  10و
در اين محيط  نسبت گلوكز به باگاس . استفاده شد كمياب

 حجمو  )گرم باگاس 5گرم گلوكز و  1/0(بود  50به  1
براي اين  6و  5و  4هاي pH. (رسانده شد ليتر 1نهايي به 

 ليگنين پراكسيدازيبراي تقويت فعاليت  .)حيط اعمال شدم
در محيط كشت  مولار 4/0از ماده محرك وراتريل الكل 

  .)10و  7( استفاده شد 4معادل  pHدر  مايع فوق

مقدار  :سنجش فعاليت آنزيمهاي تجزيه كننده باگاس
ثير روشناور محيط كشت بر أسلولاز با روش تآنزيم  كمي

و تعيين مقدار گلوكز توسط كيت  1كاغذ واتمن شماره 
ليگنين پر ميزان فعاليت  .)13و  6( انجام شد آنزيمي
به وراتريل  اكسيداسيون وراتريل الكلي با روش اكسيداز

ه نانومتر ب 310در طول موج يد و اندازه گيري جذب ئآلد
تجزيه شيميايي باگاس و تعيين مقدار  .)24( دست آمد

از تيمار ميكروبي به روش  باقيمانده ليگنين قبل و بعد
Klason (H2SO4 72%) در محيط كشت مايع انجام شد 

گرم از نمونة خشك باگاس كه  1/0ابتدا در اين روش  .)9(
تحت عمليات پيش تيمار و استخراج قرار گرفته، در در دو 

قابل اتوكلاو  شرايط قبل و پس از تيمار ميكروبي به ظروف
پس از افزودن  .ي شوداضافه م) W1(از قبل توزين شده 

و ساير مراحل مطابق  H2SO4 72%ليتر  يك ميلي
حاوي  ظروفوزن  ، نهايتاًدستورالعمل رفرنس مربوطه

 W1، اختلاف مقادير )W2( مي گرددرسوب خشك تعيين 
را  وليهگرم باگاس ا 1/0مقدار ليگنين موجود در  W2و 

دهد كه به صورت درصد و تحت عنوان ليگنين  مينشان 
Klason گزارش مي شود .  

 W2 - W1 = وزن خشك ليگنين

100(   × وزن خشك ليگنين ) = درصد ليگنين /    نمونه اوليه وزن خشك 
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براي بررسي  :تجزيه كننده باگاس قارچهايشناسايي 
جدايه سوسپانسيون اسپور خصوصيات مورفولوژيكي ابتدا 

 SDA (Sabouraud’s dextroseروي محيط كشت بر ها 

agar) خصوصيات كلني قارچها به مدت . داده شد كشت
همچنين خصوصيات . طور روزانه بررسي شده يك هفته ب

توجه به اينكه  با. ميكروسكوپي نيز در اين دوره بررسي شد
ي ايي ممكن است اندامهاهنگام تهيه لام از قارچهاي رشته

خارج شوند،  رويشي وتوليد مثلي از حالت طبيعي خود
ن خصوصيات از روش كشت روي براي بررسي دقيق اي

  .)5( استفاده شد (Slide Culture)م لا

  نتايج
در مرحله  :شناسايي جدايه ها با توانايي تجزيه ليگنين

جدايه بر روي محيط كشت حاوي  15 ،اول جداسازي
PDA سپس جدايه ها به محيطهاي پيش كشت  .رشد كرد

سه  نتايج نشان داد تنها. و محيط كشت جامد منتقل شد
حاوي باگاس به  جامد دايه توانايي رشد بر روي محيطج

  . كربن را دارداصلي عنوان منبع 

و  شناسايي قارچهاي مورد نظر با روشهاي ميكروبيولوژي
نشان داد كه سه مقايسه اندامهاي رويشي و زايشي آنها 

: شامل احتمالاًبوده و  آسپرژيلوسجنس متعلق به  جدايه

ترئوس و آسپرژيلوس  آسپرژيلوس نايجر، آسپرژيلوس
 . مي باشد فوميگاتوس

در تجزيه ليگنين در محيط  مختلفبررسي اثر عوامل 
تعيين شرايط مناسب براي تجزيه جهت  :كشت مايع

استفاده شد و كشت مايع  ا در محيطقارچهليگنين از رشد 
روش يك  افزايش تجزيه ليگنين با برثير عوامل مختلف أت

هر آزمايش حداقل دو بار  .شد بررسي فاكتور در هر زمان
د و نتايج به صورت گرديو هر آناليز حداقل سه بار تكرار 

  .ميانگين و انحراف از معيار پاسخها ارائه شد

و  37و  30 و 27دماهاي  :بررسي اثر دما بر تجزيه ليگنين
 3تجزيه ليگنين توسط بررسي جهت گراد  درجه سانتي 40

 اتايج نشان داد كه بن. در نظر گرفته شدغربال شده  گونه
زمان و مقدار  گراد سانتي درجه 37ا ت 27افزايش دما از 

ولي ميزان  هنمونه هاي قارچي افزايش يافتظاهري رشد 
درجه رشد نمونه ها  40در دماي  .م شدتجزيه ليگنين ك

درجه سانتي گراد  37بنابراين دماي . دگرديمتوقف  كاملاً
نظر گرفته شد و  روز براي رشد جدايه ها در 3به مدت 

سپس براي افزايش درصد تجزيه ليگنين نمونه ها به دماي 
  ).1جدول (د گرديمنتقل درجه  30

  
  .درصد تجزيه ليگنين در شرايط دمايي مختلف -1جدول 

 )گراددرجه سانتي(دما 
  اسم گونه

و سپس  37سه روز در دماي  27 30 37 40
  30در 

  7/71±0/25  71/4±08/0 66/6±30/0 5/00±15/0 0  آسپرژيلوس نايجر
  5/66±0/20  58/2±07/0 4/00±17/0 4/00±20/0 0 آسپرژيلوس ترئوس

  2/51±0/47  32/0±04/0 93/1±06/0 49/1±05/0 0 آسپرژيلوس فوميگاتوس
  

ثير أبررسي ت به منظور :بر تجزيه ليگنين pHبررسي اثر 
pH ،ها در محيط قارچهر يك از  بر ميزان تجزيه ليگنين

درجه سانتي گراد به مدت سه روز و  37دماي  مايع تحت
 6و  5و  4هاي  pHدرجه سانتي گراد و  30سپس دماي 

كشت داده شده و ميزان تجزيه ليگنين در هر يك از شرايط 
هاي مورد بررسي pHدست آمده در ه نتايج ب. بررسي شد

هاي قارچي  زدايي تمام نمونه نشان داد كه درصد ليگنين
جدول ( بيشتر است 6و  5هاي pHبه  نسبت 4برابر  pHدر
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ها در حضور  گونهبراي رشد  pH 4به نظر مي رسد  .)2
  .باگاس مناسب تر است

ژن ميسليومي بر تجزيه  بررسي اثر ميزان تلقيح تودة همو
 PDBروز قارچها در محيط  5پس از گذشت  :ليگنين

سپس با دستگاه هموژنايزر . تشكيل توده ميسليومي دادند
 30و  20، 10يومي هموژن شد و ابتدا به ميزان توده ميسل

به ) وزن سوبسترا/حجم سوسپانسيون ميسليومي(درصد 
به طور ( محيط كشت مايع حاوي باگاس تلقيح گرديد 

ميلي ليتر سوسپانسيون  5/0درصد تلقيح،  10مثال براي 
). گرم باگاس اضافه شد 5ميسليومي به محيط كشت حاوي 

يش درصد تلقيح، ميزان تجزيه ليگنين نتايج نشان داد با افزا
احتمالاً افزايش ). 3جدول (توسط قارچها افزايش مي يابد 

شود كه ذرات باگاس تيمار شده توده سلول موجب مي
بيشتر توسط ميسليوم قارچها احاطه شده و تجزيه ليگنين 

  .بيشتر انجام شود
  .هاي مختلفpHدرصد تجزيه ليگنين در  -2جدول 

  pH
  هاسم گون

4 5 6 

 78/5±14/0 5/7±25/0 86/9±40/0  آسپرژيلوس نايجر
 33/4±17/0 32/6±30/0 78/7±13/0  آسپرژيلوس ترئوس

 98/0±04/0 11/1±08/0 45/2±07/0 فوميگاتوس آسپرژيلوس
  

  .درصد تجزيه ليگنين در مقادير مختلف تلقيح توده سلولي -3جدول 
)درصد(ميزان تلقيح 

  اسم گونه 
10 20 30 

 78/8±5/0060/0±0/24 43/4±15/0  سپرژيلوس نايجرآ
 42/6±50/0 21/4±19/0 21/3±20/0  آسپرژيلوس ترئوس

 46/4±10/0 01/2±07/0 2/00±15/0  فوميگاتوس آسپرژيلوس
  

به منظور در دسترس : بررسي اثر همزدن بر تجزيه ليگنين
صورت رسوب درته ارلن ه رفتن ذرات باگاس كه بقرار گ

ر داشتند، محيط كشت بر روي شيكر با محيط كشت قرا
نتايج حاصل از تجزيه ليگنين در . قرار گرفت rpm150دور 

 هاييگزارش. است نشان داده شده 4اين شرايط در جدول 

مبني بر تأثير منفي همزدن و ايجاد اغتشاش در پايداري 
ه لذا كشتها ب. )15( آنزيم ليگنين پراكسيداز وجود داشت

و ميزان تجزيه ليگنين  ندگذاري شدصورت ثابت نيز گرما
نتايج نشان داد درصد . در آنها مورد بررسي قرار گرفت

  .تجزيه ليگنين در كشتهاي ثابت بيشتر است
  درصد تجزيه ليگنين در شرايط با همزدن و بدون همزدن -4جدول 

شرايط همزدن
 اسم گونه

 همزدن با دور

rpm150  
كشت در شرايط 

  ثابت
  76/7±90/0  45/5±60/0 آسپرژيلوس نايجر

  45/5±36/0  44/4±30/0   آسپرژيلوس ترئوس

  39/2±20/0  21/1±18/0  فوميگاتوس آسپرژيلوس

  

ها بعد از  نمونه :بر تجزيه ليگنين بررسي اثر زمان كشت
ليگنين مورد بررسي تجزيه هفته از نظر ميزان  3و  2، 1

 نتايج نشان داد كه با گذشت زمان ).5جدول (قرار گرفتند 
افزايش مي  هادرصد تجزيه ليگنين توسط هر يك از قارچ

در تجزيه ليگنين  توانايي بالاييآسپرژيلوس نايجر  .يابد
 54/12 ناسبشرايط كشت م كه در طوريه ب نشان داد

توسط اين نسبت به وزن خشك باگاس  درصد ليگنين
آسپرژيلوس ترئوس و آسپرژيلوس . شدتجزيه  قارچ

درصد ليگنين را  48/3و  85/9 به ترتيب فوميگاتوس
  .تجزيه كردند
  .درصد تجزيه ليگنين در زمانهاي مختلف كشت -5جدول

زمان انكوباسيون
  اسم گونه

  هفته سوم  هفته دوم  هفته اول

 54/12±87/0 97/6±50/0 71/4±40/0 آسپرژيلوس نايجر
 85/9±95/0 91/4±40/0 79/2±10/0   آسپرژيلوس ترئوس

 48/4±32/0 50/1±46/0 68/0±06/0آسپرژيلوس فوميگاتوس
  

بررسي توليد آنزيمهاي خارج سلولي تجزيه كننده 
در محيط و سلولاز  آنزيمهاي ليگنين پراكسيداز: باگاس

در شرايط مناسب آزمايشهاي قبلي براي تجزيه كشت مايع 
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به مدت سه روز درجه سانتي گراد  37تحت دماي  (ليگنين 
و نيز  4برابر   pH، درجه سانتي گراد 30و سپس دماي 

درصد به محيط كشت مايع و در شرايط  30ميزان تلقيح 

با استفاده از  به ترتيب، )هفته 3گذاري به مدت  ثابت گرما
فيلتر  تجزيه و وراتريل الكل كمي اكسيداسيونروشهاي 

  .ندشد اندازه گيريي كاغذ

0
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  .در طي سه هفته ع در شرايط مناسب براي گونه هاي قارچيمقايسه فعاليت آنزيم ليگنين پراكسيداز در محيط كشت ماي -1شكل 

  

نتايج نشان داد بيشترين مقدار آنزيم ليگنين پراكسيداز 
تغييرات  يمنحن  .شودتوليد ميآسپرژيلوس نايجر توسط 

تقريباً مشابه  گونهتوليد آنزيم ليگنين پراكسيداز در هر سه 
دار كاهشي در مق 12طوري كه در حوالي روز  است به

و سپس افزايش مجدد مقدار  هفعاليت آنزيم مشاهده شد
   .)1شكل ( شودآنزيم ديده مي

توليد آنزيم  شودمشاهده مي 2شكل همانگونه كه در 
حداكثر  را نشان مي دهد به طوريكه سلولاز روند متفاوتي
باشد و سپس  براي هر سه قارچ مي 12توليد آنزيم در روز 

. شودزيم سلولاز كاسته ميتا روز هجدهم از فعاليت آن
 آسپرژيلوس ترئوسنتايج نشان داد توليد آنزيم سلولاز در 

واحد در ليتر  58بيشتر از سايرين بوده و به  12در روز 
  .رسدمي
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مقايسه فعاليت آنزيم سلولاز درمحيط كشت مايع بهينه براي  -2شكل 

ظر روز در ن 18و  12، 6مدت زمان انكوباسيون  .گونه هاي قارچي
  .گرفته شد
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  بحث و نتيجه گيري
نمونه  15مرحله اول غربالگري مشخص شد كه از در 

بستر جامد بر روي توانايي رشد  نمونه   3تنها ، قارچي
داشتند و در را به عنوان منبع اصلي كربن  حاوي باگاس

ينهاي خارج ئپروت حاصل از كشت مايع آنها روشناور
در بستر جامد  نكهپس از آ هاقارچ. سلولي مشاهده شد

تجزيه  شاهدهبا وجود م داده شدند،رشد حاوي باگاس 
به راحتي قابل اندازه فعاليت آنزيمي آنها  ،شيميايي ليگنين

 ينهايئپروت اتصال احتمالاًاين پديده علت . گيري نبود
اين مشكل . مي باشد به سطح ذرات باگاس خارج سلولي

لذا با تغيير  شد،در كشت غوطه ور در محيط مايع مرتفع 
، ميزان تلقيح، همزدن و زمان كشت در  pHفاكتورهاي دما، 

محيط مايع سعي شد تا شرايط مناسب براي بررسي 
  .آنزيمهاي خارج سلولي فراهم شود

ثير دما بر ميزان تجزيه ليگنين أحاصل از بررسي ت ايجنت
 37به  27نشان داد كه با افزايش دما از  توسط اين سه قارچ

يومهاي قارچي افزايش يافته و لرشد ميستي گراد درجه سان
 40يابد و در دماي ميزان تجزيه ليگنين كاهش مي بالعكس

. شودمتوقف مي كاملاًها رشد نمونهدرجه سانتي گراد 
به مدت سه روز براي درجه سانتي گراد  37 بنابراين دماي

ها در نظر گرفته شد و سپس براي افزايش درصد قارچرشد 
درجه سانتي گراد  30 ها به دمايگنين نمونهتجزيه لي

فانروكيت  قارچبا كه نتايج تحقيقات ديگر . منتقل شدند
كه دماي بهينه است نشان داده  انجام شده،  كريزوسپوريوم

ه و توليد ليگنين پراكسيداز متفاوت است ب قارچبراي رشد 
گراد براي رشد ميسليومها  درجه سانتي 37كه دماي طوري
گراد بهترين دما براي  درجه سانتي 30ت و  دماي بهينه اس

  . )17( مي باشدتوليد ليگنين پراكسيداز 

كه درصد  نشان داد pHثير أاز بررسي تدست آمده ه نتايج ب
هاي قارچي  تمامي نمونهدر  4 برابر pHزدايي در ليگنين

آقا محسني در سال . بيشتر است 6و  5هاي pHنسبت به 
زدايي از ضايعات  د ليگنينجهت بررسي عملكر 1384

جامد حاصل از استخراج روغن از ميوة زيتون توسط 
استفاده  6و  5/5، 5/4هاي pHاز  فانروكيت كريزوسپوريوم

مشاهده  5/4برابر  pHزدايي را در بيشترين ليگنين ه ونمود
  . )1( دكر

به اين صورت بود  اوليه ميسليوميتلقيح توده ر ميزان يثأت
ت تلقيح مقدار ليگنين حذف شده در با افزايش نسب كه

كه بيشترين مقدار  طوريه هاي قارچي افزايش يافته بنمونه
ه ب. دست آمده درصد ب 30 ليگنين حذف شده در تلقيح

يندهاي آكلي افزايش توده ميسليومي در بسياري از فر طور
 ،)18( يند نقش مؤثري داردآزيستي در افزايش عملكرد فر

از يك سو ه اين دليل باشد كه د بتوان اين پديده مي
ميسليومهاي قارچي در درصد تلقيح بالاتر رشد بيشتري 
داشته و به لحاظ فيزيكي دسترسي آنها به سوبسترا بيشتر و 

از سوي ديگر در نسبتهاي تلقيح پايين،  و بهتر خواهد بود
شوند،  مواد غذايي آسان هضم مانند گلوكز ديرتر تمام مي

در . افتدي ليگنوليتيك به تعويق ميهاآنزيمدر نتيجه توليد 
از  ميكروارگانيسمهانسبتهاي تلقيح بالا از آنجا كه جمعيت 

همان ابتدا بالاست، گلوكز به سرعت تمام شده و فعاليت 
   .ليگنوليتيك قابل توجه خواهد بود

روز  21نتايج فعاليت آنزيم ليگنين پراكسيداز طي 
دهد كه شان ميانكوباسيون در محيط كشت مايع بهينه ن

 آسپرژيلوس نايجر و آسپرژيلوس ترئوسآنزيم مذكور در 
. يابدكاهش مي 12تا روز نهم افزايش يافته و در روز 

  21سپس روند فعاليت آنزيمي مجدداً زياد شده و در روز 
رسد كه اين مقدار براي به مقدار ماكزيمم خود مي

 ئوسآسپرژيلوس تربراي  و U/l 02/10آسپرژيلوس نايجر 
U/l 89/9 در اين راستا نتايج تحقيقات عباسي . باشدمي

از پوسته  زدايي جهت بررسي عملكرد ليگنين 1384درسال 
نشان داد كه آنزيم  فانروكيت كريزوسپوريومپسته توسط 

و به  20ليگنين پراكسيداز بيشترين فعاليت خود را در روز 
آسپرژيلوس ، براي )2( داشته است U/l 72/60 ميزان
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در فعاليت آنزيم  ولي با سه  روند نيز همينوميگاتوس ف
  . شودروز تأخير مشاهده مي

قارچهاي جداسازي شده در اين پژوهش  نشان داد كهنتايج 
روند توليد اين آنزيم . توانايي توليد آنزيم سلولاز را دارند

در روز دوازدهم نسبت به روز  آسپرژيلوس گونهدر هر سه 
هيجدهم كمتر  كه در روزحالي ششم افزايش داشته، در

تجزية  به دليلرسد در روز ششم نظر ميه ب. است بوده 
مقداري از ليگنين و دسترسي بيشتر قارچها به سلولز، 

و فعاليت بيشتري را در روز  يافتهفعاليت اين آنزيم افزايش 
كاهش فعاليت آنزيم در روز . دوازدهم داشته است

مواد آروماتيك محلول در تواند به دليل حضور  هيجدهم مي
   .باشد آب در حين تجزية ليگنين 

از ساير آسپرژيلوس ترئوس فعاليت آنزيم سلولاز در قارچ 
هرچند اين مقدار به فعاليت آنزيم  ،قارچها بيشتر بود
. نيز نزديك است آسپرژيلوس نايجر سلولاز در قارچ

يه مهمترين آنزيم در تجز به عنوان پراكسيداز فعاليت ليگنين

. بالاترين مقدار را داشتآسپرژيلوس نايجر ليگنين در 
ازسوي ديگر نتايج تجزيه شيميايي ليگنين نيز نشان داد 

نمونه  ليگنين را بيشتر از دوآسپرژيلوس نايجر قارچ  
فعاليت آنزيمي در تجزيه . كندقارچي ديگر تجزيه مي

بيشترين و  آسپرژيلوس نايجر به ترتيبليگنين نشان داد كه 
كمترين فعاليت را دارد، تجزيه  آسپرژيلوس فوميگاتوس

شيميايي نيز بيشترين و كمترين ميزان خود را براي اين دو 
ارتباط  گرفت كهنتيجه  توانبنابراين مي. قارچ داشته است

ليگنين در باگاس  بين توليد اين آنزيمها و تجزيه مستقيمي
  .وجود دارد تيمار شده

با حمايت مالي  266قالب طرح اين مقاله در  :سپاسگزاري
پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري انجام 

مهندس  جناب آقايهمكاري از لفين ؤم. شده است
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Isolation and identification of the bagasse degrading 
microorganisms 
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Abstract 
In the present study, 15 fungal samples were isolated  from sugarcane bagasse which 
were able to grow on bagasse as the main carbon source. Morphological and 
microbiological studies showed that these three isolates were related to Aspergillus 
genus. Our experiments showed that the ability of As. niger, As. terreus and, As. 
fumigatus for bagasse degradation were 12.54, 9.85, 3.48 percent (in ratio to bagasse 
dry wight) and their lignin peroxidase activities were 10.02, 9.89 and 5.56 U/L in the 
presence of veratryl alcohol as an lignin peroxidase inducer after 21 days incubation, 
respectively. Cellulase activities of 47, 58 and 39 U/L were obtained by mentioned 
fungi, respectively. In this study the maximum lignin degradation activity was obtained 
for As. niger (12.54 percent) and maximum cellulase activity was measured for As. 
terreus (58 U/L). It seems that these isolates are efficiently able to use bagasse as the 
main carbon source for production of lignolytic enzymes.  

Keywords: bagasse, biodegradation, cellulase, ligninase, Aspergillus  
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