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و بررسى فعاليت سلولوليتيك آن ها در جداسازى قارچ هاى تجزيه كننده سلولز
بخشى از ميكروفلور خاك استان زنجان

4 سيامك جوانى س، رحيم سرورى3 ،2 مهرداد حميدى بهاره مقيمى1،
دانشجوى كارشناسى ارشد ميكروبيولوژى دانشگاه آزاد اسلامى  واحد زنجان. -1

hamidim@sums.ac.ir .دانشيار، دانشكده داروسازى زنجان دانشگاه علوم پزشكى زنجان -2
3- دانشيار، گروه ميكروب شناسى، دانشگاه علوم پزشكى زنجان.

4- گروه بيوتكنولوژى، دانشكده داروسازى دانشگاه علوم پزشكى زنجان.

  تاريخ دريافت: 88/10/5         تاريخ پذيرش: 89/1/6

چكيده
سلولز فراوان ترين بيوپليمر در بيوسفر و يكى از مهم ترين اجزا ساختارى ديواره سلولى گياهان است. تجزيه بيولوژيك
محصولات توليد  هم چنين   ،CO2 صورت به  شده  تثبيت  كربن  تغيير  و  كربن  جريان  در  را  مهمى   نقش  خاك  در  سلولز 
پتانسيل بالاى قارچ ها در تجزيه سلولز، به نمونه بردارى از به  با توجه  بيوانرژى دارد. در اين تحقيق  بيولوژيك پايدار و 
مناطق مختلف شهرستان هاى زنجان و ابهر و جداسازى قارچ ها از خاك پرداخته شده است. سپس ايزوله ها در محيط كشت
DNS مورد بررسى قرار گرفت. در انتخابى داراى اويسل، به عنوان منبع كربن كشت شده و فعاليت آنزيمى آن ها با روش
ميان 67 نمونه مورد ارزيابى،آسپرژيلوس نايجر بالاترين ميزان ميانگين فراوانى و بالاترين ميزان فعاليت را در ميان ايزوله ها

دارا بود. 
قارچ، سلولز، ميكروفلور، فعاليت سلولوليتيك. قكليد واژه:

مقدمه 
سلولز فراوان ترين بيوپليمر در بيوسفر و يكى از مهم ترين 
اجزا ساختارى ديواره سلولى گياهان است كه تقريبا حدود 
. در ديواره  از توده درختان را شامل مى شود  50 درصد 
ماتريكسى  در  سلولز  ميكروفيبريل هاى  گياهان  سلولى 

حاوى همى سلولز ها و پكتين قرار دارد. (12)
تجزيه بيولوژيك سلولز در خاك كه به وسيله سلولاز ها و 
سلولوزم هاى توليد شده توسط شمارى از ميكروارگانيسم ها 
صورت مى پذيرد، نقش مهمى را در جريان كربن و تغيير 
محصولات  توليد  هم چنين   ،CO2 به شده  تثبيت  كربن 
براى  جايگزينى  منظور  به  بيوانرژى  و  پايدار  بيولوژيك 

سوخت هاى فسيلى دارد. (14)

خاك يك اكوسيستم پويا و متشكل از اجزا زنده و غير 
مجزا  گروه  دو  به  خاك  زنده  ارگانيسم هاى  است.  زنده 
مى شوند.ميكروفلور  تقسيم  فون  و  ميكروفلور  شامل 
با  عمدتا  كه  ارگانيسم هاست  از  متنوعى  گروه  شامل 
باكترى ها،  شامل  و  نيستند  رويت  قابل  مسلح  غير  چشم 
تعداد  مى باشند.(6)  اكتينومايست ها  و  جلبك ها  قارچ ها، 
باكترى ها،  قارچ ها،  از جمله  ميكروارگانيسم ها  از  زيادى 
اكتينومايست ها و پروتوزوئر ها قادر به تجزيه سلولز هستند. 
به نظر مى رسد كه قارچ ها به دليل دارا بودن سيستم آنزيمى  
قوى تر مهم ترين نقش را در تجزيه تركيبات سلولزى در 

خاك بر عهده دارند.(3)
از  كه  است  متعددى  كاربردهاى  داراى  سلولاز  آنزيم 
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به  نساجى  از آن در صنعت  استفاده  به  آن جمله مى توان 
جهت نرم كردن و رنگ زدن پارچه هاى كتانى، در توليد 
در  بهتر،  سازى  پاك  رنگ،  حفظ  منظور  به  دترجنت ها 
كاغذ  در  استفاده  و  خيساندن،  منظور  به  غذايى  صنايع 

سازى و نيز كاربرد در زمينه داروسازى اشاره كرد. 
در طول دهه هاى اخير، با توجه به كاربردهاى فزاينده آنزيم 
سلولاز در صنعت و نقش قابل توجه ميكروارگانيسم ها در 
توليد سلولاز و تجزيه مواد سلولزى، به منظور توليد آنزيم 
سلولاز و بهينه سازى شرايط توليد اين آنزيم، به جداسازى 
و بررسى فعاليت ميكروارگانيسم هاى سلولوليتيك پرداخته 

شده است. (14)
دراين تحقيق كوشيده ايم ميكرو فلور خاك استان زنجان 
را كه داراى طبيعت بكر و مناطق متنوع اقليمى است، را از 
به  كنيم.  بررسى  سلولوليتيك  قارچ هاى  بودن  دارا  لحاظ 
منظور نيل به اين هدف، با ايجاد تغييراتى در سوبسترا، از 
محيط كشت مندل سالت مديوم استفاده كرديم. گونه هايى 
كه قادر به رشد در اين محيط كشت بودند قادر به استفاده 
سلولوليتيك  فعاليت  يا  و  كربن  منبع  عنوان  به  سوبسترا 

مى باشند.
مواد و روش ها 

نمونه بردارى 
در اين مرحله مناطقى از شهرستان زنجان و شهرستان ابهر 
نمونه   3 منطقه  هر  از  شدند.  انتخاب  بردارى  نمونه  براى 
و  تميز  بيلچه  يك  با  ابتدا  در  شد.  برداشته  زير  روش  به 
از سطح خاك،  متر  تقريبا 2 سانتى  با كنار زدن  استريل، 
از مناطق مختلف كه موقعيت جغرافيايى آن ها با دستگاه 
GPS بر روى نقشه ثبت گرديد. سپس نمونه ها در ظروف 

استريل ريخته شد و به آزمايشگاه بيوتكنولوژى دانشكده 
داروسازى زنجان برده شد و تا زمان آزمايش در يخچال با 

دماى 4 درجه سانتى گراد نگه دارى شدند. (1)
 جداسازى قارچ ها از خاك

محيط كشت سابورودكستروز آگار با نسبت 65گرم / ليتر 
مدت  به  گراد  سانتى  درجه   121 اتوكلاو  در  و  شد  تهيه 
رقت  چهار  خاك  نمونه هاى  از  شد.  داده  قرار  دقيقه   15

0/1، 0/01، 0/001 و 0/0001 تهيه شد . كه به دليل عدم
رشد اكثر نمونه ها در رقت 0/0001 از تهيه اين رقت در
روش به  نمونه ها  آن  از  پس  شد.  نظر  صرف  كار  ادامه 
شدند كشت  آگار  سابورودكستروز  محيط  در  خطى 
براى داده شدند.  قرار  دماى 29 درجه  با  انكوباتور  در  و 
جلوگيرى از رشد باكترى ها پنيسيلين به محيط افزوده شد.
به منظور جداسازى نمونه هاى ترموفيل تعدادى از پليت ها
در انكوباتور با دماى 50 درجه سانتى گراد قرار داده شدند.
پس از گذشت تقريبا چهار روز و ظهور كلنى ها در محيط
كشت سابورو دكستروز آگار از تمامى كلنى ها تك كلنى

گرفته شد. (9)
جداسازى قارچ هاى سلولوليتيك

كشت محيط  از  سلولوليتيك  قارچ هاى  جداسازى  براى 
يافته استفاده شد و كلنى هاى رشد   Mandel &Reese

محيط اين  به  آگار  دكستروز  سابورو  كشت  محيط  در 
منتقل شدند و سپس فعاليت آنزيم سلولاز با نمونه بردارى
از گونه هاى رشد يافته در محيط مندل، با استفاده از روش

DNS مورد ارزيابى قرار گرفت. (3)

تهيه سوبستراى مورد استفاده در محيط كشت مندل
سلولز، 12/5گرم regeneration در اين مرحله به منظور

/ پودر اويسل را در 75 ميلى ليتر اسيد فسفريك ٪85
حل كرده، وبه مدت يك ساعت در ظرف حاوى يخ قرار
بار مخلوط را هم زديم.پس داديم و هر 3-4 دقيقه يك 
از گذشت مدت يك ساعت سوسپانسيون ژله مانند را در
نيم و  يخ خالى كرديم  ليترآب  تقريبا يك  ظرف حاوى 
ساعت در داخل يخچال به حال خود گذاشتيم.پس از آن
مايع رويى را خالى كرده و چند بار با آب دكانته كرديم
تا حالت اسيدى آن خنثى شود.سپس ژله برجا مانده با دور
3000 براى مدت 10 دقيقه، 3 بار با آب و دوبار با

بى كربنات سديم سانتريفوژ گرديد.  ب٪ محلول 1
- تهيه محيط كشت مندل

به منظور جداسازى قارچ هاى سلولوليتيك از محيط كشت
انتخابى مندل سالت مديوم استفاده شد. (3)

مواد زير براى تهيه محيط انتخابى مندل استفاده شد:
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2 4: 2 / , : 0,3 / , ( 4)2 4:1,4 / , 
2,2 2 :0,4 / , 4,7 2 :0,3 /

: 1,0 / , 80:0,2 / , 4,7 2 :5,0
/ , 4,7 2 :1,6 /

4,7 2 :1,4 / , 2,6 2 : 20,0 / ,
( 10,0 / )

ماير 1000با هم مخلوط كرده  ارلن  را در يك  مواد زير 
فوق  مواد  به  را  شده)  تيمار  (اويسل  سوبسترا  سپس  و 
اتوكلاو121  در  دقيقه   20 مدت  به  را  محيط  مى افزاييم. 

درجه سانتى گراد قرار داديم.
تمام كلنى ها را در محيط مندل كشت داده و در انكوباتور 
 rpmبا دور shake به مدت 14 روز در دماى 30 درجه 

150 قرار داده شدند. (8).
روند  بررسى  منظور  به   14 و   10  ،8  ،4  ،1 روزهاى  در 

فعاليت آنزيمى از محيط نمونه بردارى شد . 
ارزيابى فعاليت آنزيم سلولاز

براى ارزيابى فعاليت سلولاز از روش DNS،كه مبتنى بر 
اندازه گيرى قندهاى احيا كننده مى باشد استفاده شد. مواد 

زير در تهيه معرف DNS مورد استفاده قرار گرفتند:
4

0,8
0,2

/ ( )    80
NaOH تمام مواد فوق در 200 ميلى ليتر محلول آبى ٪2

حل شده و سپس با 400 ميلى ليتر رقيق شدند. (5)
منحنى  آنزيم  فعاليت  سنجش  براى  مرحله  اين  در 
كاليبراسيون روش DNSA با غلظت هاى مختلف گلوكز 
كه در ناحيه خطى جذب اسپكتروفوتومتر باشد، به دست 

آورديم و سپس نمونه ها را مورد سنجش قرار داديم. 
ابتدا محلول ذخيره گلوكز با غلظت 3 ميلى گرم بر ميلى 
ميلى   4 تا   0/1 بين  غلظت هايى  و سپس  تهيه كرديم  ليتر 
گرم را در 1/5 ميلى ليتر با استفاده از محلول ذخيره فوق 
درست كرديم. آن گاه 1/5 ميلى ليتر از غلظت ها را همراه 

با بلانك (آب مقطر) در يك لوله ريخته و روى آن ها 3
ميلى ليتر از معرف DNS روى هر يك از غلظت ها اضافه
در حمام آب را  آن ها  دقيقه   5 مدت  به  و سپس  كرديم 
جوش قرار داديم. پس از 5 دقيقه لوله ها را در آب سرد

فورا سرد كرديم.
و بعد روى هريك از لوله ها 20 ميلى ليتر آب مقطر ريخته
Inversion محلول يكنواختى از نظر رنگ و با چند بار
حاصل شد محلول ها را براى مدت 20 دقيقه به حال خود
رها كرديم . سپس جذب نمونه ها در 540 نانومتر خوانده

شد و منحنى استاندارد براى گلوكز رسم شد. 
به منظور تعيين فعاليت نمونه ها ى ميكروبى از روش مورد
قبول كميسيون بيوتكنولوژى استفاده شد كه به شرح آن

مى پردازيم:
ابتدا 20 لوله با ظرفيت تقريبى 25 ميلى ليتر به بالا اختيار
واتمن كاغذى  نوار  يك  آن ها  از  كدام  هر  در  و  كرده 
شماره 1 (ابعاد 6×1 سانتى متر و وزن 50 ميلى گرم) كه
آن را بريده و به دور يك ميله بلورى پيچانده و به حالت

فنرى گرد در آورده ايم، مى اندازيم.
كشت رويى  محلول  از  ليتر  ميلى   0/5 بعد  مرحله  در    
تلقيح كشت  محيط   0/5 نيز  لوله  يك  در  و  ميكروبى 
آن مى افزاييم.  كاغذى  نوار  حاوى  لوله هاى  به  را  نشده 
ميلى  50 سيترات  بافر  ليتر  ميلى   1 تمامى لوله ها  به  گاه 
يك مدت  به  درجه   50 انكوباتور  در  و  مى افزاييم  مول 
تا واكنش آنزيمى صورت بگيرد. پس ساعت قرار داديم 
بداشته و روى هر يك لوله ها را  از گذشت يك ساعت 
اضافه كرده و در حمام آب DNS ليتر ميلى  از آن ها 3 
آب در  فورا  سپس  و  داده  قرار  دقيقه   5 مدت  به  جوش 

سرد، لوله ها را سرد كرديم.
540 موج  طول  با  اسپكتروفوتومتر  در  را  لوله ها  سپس 

نانومتر قرار داده و جذب نمونه ها را خوانديم. (2)
نتايج

تعداد كل قارچ هاى منطقه زنجان 57 كلنى به صورت تك
كلنى و در منطقه ابهر 10 كلنى مى باشد . بر اساس نتايج
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به دست آمده از بررسى ميكروفلور خاك شهرستان هاى 
درصد   42 كه  نايجر  آسپرژيلوس  قارچ  ابهر  و  زنجان 
را  پليت ها  و 60 درصد  زنجان  در شهرستان  پليت ها  كل 
قارچ  اين  (نمودار 1،2)  ابهر شامل مى شود.  در شهرستان 
براث  حالت  به  كه  مديوم  سالت  مندل  كشت  محيط  در 
فعاليت  داراى  و  مى كند  كدر  خوبى  به  را  محيط  است 

سلولوليتيك است. (شكل 1،2)
روش  به  سلولاز  آنزيم  فعاليت  ارزيابى  از  حاصل  نتايج 
DNS كه به صورت جذب در طول موج 540 نانومتر هر 

به دست  متوسط جذب  به صورت  قارچ  نوع  هر  فعاليت 

آمده با استفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر براى هر گونه 
ذكر نموده است. (جدول 1،2)

اوليه  كشت  محيط  از  استفاده  با  تحقيق  اين  در 
بخشى  از  قارچ ها  جداسازى  به  آگار  سابورودكستروز 
بيشترين  شد.  پرداخته  زنجان  استان  خاك  ميكروفلور  از 
نايجر  آسپرژيلوس  به  مربوط  منطقه  دو  هر  ايزوله هاى 
پس  را  فراوانى  ميزان  بالاترين  كه  قارچى  دومين  بود. 
 . بود  فلاوس  آسپرژيلوس  داشت،  نايجر  آسپرژيلوس  از 
فراوانى قارچ هاى ايزوله شده از اين دو شهرستان به ترتيب 

چنين است:

نمودار 1- درصد فراوانى قارچ هاى ايزوله شده از شهرستان زنجان

نمودار2- درصد فراوانى قارچ هاى ايزوله شده از شهرستان ابهر
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شكل1- آسپرژيلوس فلاوس رشد يافته برروى محيط سابورودكستروز آگار ايزوله شده از زنجان

شكل2- آسپرژيلوس فلاوس و آسپرژيلوس نايجررشد يافته در محيط مندل سالت مديوم .
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رايزوپوس 
سلولوليتيك  محيط  به  انتقال  از  پس  نايجر  آسپرژيلوس 
مندل سالت مديوم توانست كدورت در محيط ايجاد كند 
به وسيله روش  آنزيم سلولاز  فعاليت  مرحله  اين  از  .پس 
فعاليت  ارزيابى  در  گرفت.  قرار  ارزيابى  مورد  DNS

محصولات  بررسى  بر  مبتنى  روش هاى  از  بيشتر  سلولاز 
DNS هيدروليز استفاده مى شود . در اين تحقيق از روش

استفاده شده كه معمول ترين روش ارزيابى فعاليت سلولاز 
كننده  احيا  قندهاى  گيرى  اندازه  بالاى  قابليت  داراى  و 
است و كمترين تداخل را با آنزيم سلولاز ايجاد مى كند، 

شدند ايزوله  منطقه  دو  هر  از  كه  اى  نمونه   67 در   
بود. بالا  سلولوليتيك  فعاليت  داراى  نايجر  آسپرژيلوس 
در منطقه زنجان متوسط جذب آسپرژيلوس نايجر برابر با
0/845 بود كه بالاترين ميزان جذب را در اين منطقه
داشت. قارچ پنيسيليوم پس از آسپرژيلوس نايجر بالاترين
ميزان جذب را داشت و پايين ترين ميزان جذب متوسط

مربوط به گونه رايزوپوس بود.
در منطقه ابهر نيز آسپرژيلوس نايجر با ميزان متوسط جذب
0/587 بالاترين ميزان جذب را داشت.آسپرژيلوس
نايجر آسپرژيلوس  از  پس  منطقه  اين  در  فوميگاتوس 

�

جدول 1- ميانگين جذب مربوط به قارچ هاى منطقه زنجان در 540 نانومتر

جدول2- ميانگين جذب مربوط به قارچ هاى منطقه ابهر در 540 نانومتر 
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ميزان جذب  ترين  پايين  را داشت.  ميزان جذب  بالاترين 
به  مربوط  ابهر  منطقه  از  شده  ايزوله  قارچ هاى  ميان  در 

آسپرژيلوس فلاوس بود. 
ثثبحث و نتيجه گيرى

در مطالعات انجام شده به جداسازى قارچ ها وتهيه محيط 
سلولوليتيك مناسب براى رشد قارچ ها پرداخته شده است 
ولى فعاليت قارچ هاى ايزوله شده از خاك مورد بررسى 
جداسازى  بر  علاوه  تحقيق  دراين  ما  است.  نشده  واقع 
قارچ ها و كشت آن ها در محيط سلولوليتيك، به بررسى 
ميزان قندهاى احياكننده به وسيله روش DNS پرداخته ايم. 

(9،13)
و  آب  با  بررسى  مورد  نواحى  از  شده  انجام  مطالعه  در 
داراى بيشترين  Aspergillus funiculosus هواى سرد
درصد فراوانى در ميان ايزوله ها بود با توجه به كوهستانى 
حاضر  تحقيق  در  زنجان،  شهرستان  بودن  سردسير  و 
فراوانى  درصد  بالاترين  داراى   Aspergillus niger

است. (4،9،15)
هواى  و  آب  داراى  و  دشت  صورت  به  ابهر  شهرستان 
معتدل است در اين شهرستان نيز بالاترين درصد فراوانى 

rمربوط به قارچ Aspergillus niger بود. 

قارچ  مطالعه  در  مجموع  در  شده  ايزوله  قارچ  بيشترين 
فراوانى  درصد  بالاترين  داراى   Aspergillus niger

(45/46 درصد) بود،كه با نتايج به دست آمده در تحقيق 
ما (47/76 درصد كل ايزوله ها) مطابقت داشت. (9،16)

مندل  كشت  محيط  توسط  گرفته  صورت  تحقيق  در 

سالت مديوم به عنوان محيط حاوى سلولز به عنوان منبع
كربن استفاده شده است در تحقيق صورت گرفته توسط
اكتفا سلولوليتيك  قارچ هاى  جداسازى  به  نيز   Kader

شده است. تعداد كل قارچ هاى ايزوله شده توسط وى 16
تريكودرما آسپرژيلوس،  قارچ  دو  شامل  كه  است  كلنى 
تحقيق در  تعداد كلنى هاى تك كلنى گرفته شده  است. 
آسپرژيلوس ازجنس  گونه  سه  شامل  و  كلنى   67 حاضر 
و بقيه كلنى ها از جنس هاى پنيسيليوم، موكور، فوزاريوم،
رايزوپوس است كه در مجموع تنوع بيشترى نسبت به كار

دارد. (8،10،11) صورت گرفته توسط
DNS در ارزيابى فعاليت سلولوليتيك با استفاده از روش
بيشترين فعاليت به دست آمده مربوط به قارچ آسپرژيلوس
نايجر بود كه متوسط جذب 32 گونه آسپرژيلوس نايجر
715 /0 نانومتر است. در زمينه ارزيابى فعاليت سلولوليتيك
در ايران فعاليت قابل توجهى صورت نگرفته و حميدى،
از سلولوليتيك  ميكروارگانيسم هاى  جداسازى  1372به 
شناسايى تحقيق  اين  در  كه  است  پرداخته  اردبيل  شهر 
گونه ها صورت نپذيرفته و فعاليت قارچ ها را با تريكودرما

ريسى مقايسه نموده است. (1)
در مطالعه حاضر حداقل توليد آنزيم در ميان گونه ها بين
با به حداكثر رسيده است كه  اكثر موارد  تا 8 در  روز 4 
مطابقت  1372 حميدى،  توسط  گرفته  صورت  مطالعه 
داشت. با توجه به موارد ذكر شده و نتايج به دست آمده
آسپرژيلوس نايجر داراى بالاترين ميزان فراوانى و بالاترين
ميزان فعاليت در ميان ايزوله هاى مناطق مورد ارزيابى در

استان زنجان است. (7)

��� �
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