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 از خاک و کمپوستبررسی توان سلولازی در میکروارگانیسم های گرمادوست جداسازی شده 

 
 3ور، رضا خاک2، ناصر علی اصغرزاد1آرش همتی

 دانشگاه تبريز ،گروه علوم خاک ، استاد و استادياردانشجوی دکتری به ترتیب -3و 2، 1

 

 چکیده:

مختلف و مراحل  مختللف   خاکهای اين تحقیق با هدف جداسازی میکروارگانیسم های گرمادوست با توان بالای سلولازی از      

محیط کشت  درسلسیوس درجه 58های مختلف در دمای ها از نمونهمنظور ابتدا جدايهکمپوست انجام پذيرفت. برای اينتولید 

NA فعالیلت سللولازی   . ندجدايه گرمادوست جداسازی و خالص سازی شد 327تحقیق در مجموع در اين  .ندجداسازی گرديد

بستر زباله های آلی بدون  حاص  ازجدايه های در بیشترين فعالیت سلولازی  تعیین گرديد.های کیفی و کمی روشايزوله ها با 

بیشلترين فعالیلت   در سلنج  کیفلی،    بلود. خلاک   هوادهی، کمپوست و ورمی کمپوست و کمترين فعالیت مربلو  بله نمونله   

بله   6و  13، 12، 194، 104مشاهده شلد. همننلین جدايله هلای      12و  104، 194سلولازی به ترتیب در جدايه های شماره 

کارامدترين جدايه ها از نظلر فعالیلت    12و  194، 104در مجموع جدايه های را داشتند.  یترتیب بیشترين توان کمی سلولاز

 سلولازی بودند.  

 ، کمپوست، گرمادوستیسلولازفعالیت کلمات کلیدی: 
 

 مقدمه:

ای از لحاظ رطوبت و تهويه می باشلد کله بلا تولیلد     کمپوست شدن، تجزيه بیولوژيکی و تثبیت مواد آلی تحت شرايط ويژه     

سللولی  شلود. ديلواره  زا و بذور گیاهلان ملی  حرارت )شرايط ترموفیلیک( محصول نهايی تثبیت گرديده و عاری از عوام  بیماری

 (. Kluczek-Turpeinen et al., 2003سلولز و لیگنین تشکی  شده است )بقايای گیاهی از سه قسمت اصلی سلولز، همی

تولید کمپوست بر حسب الگوی دمايی در چهار مرحله: مرحله تاخیر، مرحله رشد، مرحله ترموفیلیلک و مرحلله رسلیدگی         

شود. مواد آلی انجام می اي  بیولوژيک(. تجزيه شديد مواد آلی در دمای ترموفیلی با انجام اکسKutzner, 2000) گیردانجام می

برد. نتلاي  تحقیقلاتی کله در زمینله افلزاي  طلول       های هرز را از بین میافزاي  دما فعالیت بسیاری از پاتوژن ها و بذور علف

ست کله افلزاي  طلول مرحلله ترملوفیلی منجلر بله افلزاي          مرحله ترموفیلی کمپوست شدن انجام شده است، حاکی از آن ا

در بین مراح  مختلف کمپوسلت شلدن، مرحلله ترموفیلیلک ملنعک        گردد.خصوصیات کیفی و کمی در کمپوست نهايی می

(. Kutzner 2000کننده حداکثر فعالیت های جمعیت میکروبی می باشد که منجربه تخريب ماده آلی به طور فزاينده می شود )

 را شلام  ملی شلود   آنهلا  تلوده   زيسلت  تملام  ٪50 کله  زملین ملی باشلند    روی بلر بخ  مواد گیلاهی   فراوان نوسلولز ها لیگ

(Goldstein, 1981 .) 

 سللولز  درزيلاد   رشلد سرعت  و تجزيه سلولز فعالیتعموما بر اساس  تجزيه کننده سلولز هایمیکروارگانیسمهای  غربالگری     

. (Hart et al. 2002)ملی شلود    تحلیل   و جزيله نمونه ت هر برای نمره تخصیص با ايزوله از يک هر عملکرد. صورت میگیرد آگار

Melanocarpus albomyces  نیشلکر،  باگلاس  ملاي   حاوی محیط يک در کمپوست می باشد که از شده جدا گرمادوست قارچ 

 . (Prabhu et al. 1999را تولید کرد ) سلولاز و زايلاناز

 يلا  و  زمین های کشلاورزی  و جنگ  مانند لیگنوسلولزی های محیط در معمولا گرمسیری مناطق در وستگرماد قارچ های     

 شلده  شلناخته  مزوفیل  توانلايی   حتی يا و گرمادوست قارچ از بسیاری(. Maheshwari et al. 2000)شوند  می ظاهر  کمپوست

و همننین  ماناز مانند حرارت، به همی سلولاز های مقاوم(. Singh et al. 2003)حرارت را دارند  به مقاوم های آنزيم تولید برای

 تلقلی   مايه و هوادهی(. Puchart et al. 2004) است شده گرفته قرار مطالعه مورد محدودی میزان به سلولازهای ترموفی  فقط



 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران

 بیولوژی و بیوتکنولوژی خاکمحور مقاله:            1396شهريور  8تا  6

 

 

2 
 

 و آملیلاز  پروتئاز، مانند، سلولاز آنزيم های از مختلفی انواع کردن مخلو  کمپوست شدن هستند. بر موثر مهم عوام  میکروبی

  (.Echeverria et al., 2012) شدن می باشد کمپوست بهبود برای موثر استراتژی يکنیز  لیپاز

با توجه به مسائ  مطرح شده اين تحقیق با هدف جداسازی میکروارگانیسم های گرمادوست بلا تلوان بلالای سللولازی بله           

ي  زمان دوره ترموفیلی و همننین تجزيه سري  مواد آلی به منظور تسلري  فرآينلد   افزاکاربرد در تحقیقات بعدی برای منظور 

 کمپوست شدن انجام پذيرفت.

 

 مواد و روش:

اسلتفاده  ، ملی رفلت  نمونه برداری: برای نمونه برداری از مکانهايی که بیشترين احتمال وجود میکروارگانیسم های ترموفی       

روز ماده از زباله های آلی بدون  10ب زير بودند: بازيافت تهران:  )ت  تازه از زباله های آلی، ت  . اين مکانها و بسترها به ترتیشد

روز زبالله آللی،    60روز زباله آللی، تل     40روز زباله آلی، ت   20روز مانده از زباله های آلی هوادهی شده، ت   10هوادهی، ت  

ک و کمپوست درجه دو(. آذربايجان شلرقی: ) کلود داملی تلازه، کلود      روز، کمپوست درجه ي 40روز، سايت دپو  20سايت دپو 

 40روز، بستر ورملی کمپوسلت    20ماه، بستر ورمی کمپوست  6دامی پوسیده، خاک استفاده شده از کود دامی پوسیده بعد از 

(، جنگ  های ارس  ماه 6روز، ورمی کمپوست نهايی، ورمی کپوست استفاده شده در خاک بعد از  60روز، بستر ورمی کمپوست 

منطقه مختلف که دارای ماده آلی بالايی بودند(. چهارمحلال بختیلاری. خراسلان مرکلزی. از      5منطقه مختلف(، تبريز )از  3)از 

 جنگ  های گرگان و همننین ورمی کمپوست گرگان. کارخانه کمپوست رشت. يزد.

درجله سلسلیوس قلرار داده شلد.      68ساعت در دمای  1به مدت ابتدا نمونه اولیه جداسازی میکروارگانیسم های ترموفی :       

رقتهای مناسب انتخلاب  رشد میکروب ها،  سرعتگرديد. با توجه به تست اولیه و  10- 7سپ  اقدام به تهیه سری های رقت تا 

د در ايلن  هايی که توان رشدرجه سلسیوس انجام گرفت. میکروارگانیسم 58در دمای  NAدر محیط رقتها کشت سپ  . گرديد

درجله   58(. میکروب هايی که در دملای  Ting et al., 2013های آنزيمی مورد نظر انتخاب شدند )شرايط را داشتند برای تست

 گرديدند. نگهداریدرجه سلسیوس  28وس رشد کرده بودند در پلیت های ديگری خالص سازی و در دمای یسلس

 

 تست کیفی آنزیم سلولاز

 NaCl 5/0 ،O2.7H4MgSO 5/0 ،4PO2KH 1 ،O2.H4MnSOها در محیط کشت سلولز آگار  حاوی ايهبرای اين منظور جد      

01/0 ،3NO4NH 3/0 ،O2.7H4FeSO 01/0 ،CMC 10 گرم بر لیتر در  12، آگارpH 7  .ساعت محللول   48بعد از کشت شدند

 NaClشد و سپ  با محلول يک مولار دقیقه به صورت لايه نازک رويی به محیط کشت اضافه  15يک درصد کنگورد به مدت 

. در نهايلت قطلر هالله بله قطلر      شستشو يافت. هاله شفاف اطراف کلنی به عنوان ملاک ح  کنندگی سلولز در نظر گرفته شد.

 (.Gautam et al., 2012گیری گرديد )کلنی به عنوان معیار تجزيه سلولز اندازه
 

  تست کمی آنزیم سلولاز:

، 4SO2)4(NH 25/0، 1، گللوکز  4MgSO 03/0 ،4HPO2K 2/0حلاوی  ماي  بتدا جدايه ها در محیط کشت برای اين منظور ا     

قرار ساعت  24درجه سلسیوس به مدت  35کشت شد. جدايه ها در محیط کشت مورد نظر در دمای  pH 7درصد در  1پپتون 

درجله سلسلیوس( گرديلد.     4دقیقه در دملای   دور در 14000دقیقه سانتريفیوژ )با سرعت  10و در نهايت به مدت  داده شدند

آنزيم خام در بقیه مراح  تست استفاده شد. در مرحله بعدی محیط کشت حاوی سلولز به صورت زير تهیه  حاویمحلول رويی 

درصلد. يلک میللی لیتلر از     برحسلب   1، پپتلون  4SO2)4(NH 25/0، 1، گلوکز CMC 1 ،4MgSO 03/0 ،4HPO2K 2/0گرديد: 

درجه سانتی گراد شیک گرديلد. در پايلان فعالیلت آنلزيم      35ساعت در دمای  24محیط کشت اضافه و به مدت آنزيم خام به 

میلی گلرم   75، 50، 25، 0سلولاز با روش سولفوفن  اندازه گیری شد. به منظور تهیه منحنی استاندارد از گلوکز با غلظت های 

 (. DuBois et al., 1956; Patagundi et al., 2014در لیتر استفاده گرديد )
  



 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران

 بیولوژی و بیوتکنولوژی خاکمحور مقاله:            1396شهريور  8تا  6

 

 

3 
 

 

 نتایج و بحث:

جدايه گرمادوست از نمونه های مختلف جداسازی و خالص سازی شد و به منظور تست  327در اين تحقیق در مجموع      

 های کمی و کیفی سلولاز در مراح  بعدی مورد استفاده قرار گرفت.     

جدايله فاقلد تلوان     137، نلد خلالص سلازی گرديلده بود   اول رحلله  جدايه گرمادوست که در م 327نتاي  نشان داد از بین      

بلر  آورده شلده اسلت.    1در جلدول  بودنلد کله   بالاترين توان سلولازی دارای جدايه  24. در بین بقیه جدايه ها، ندسلولازی بود

مننلین  مشلاهده شلد. ه   12و  104، 194بیشترين فعالیت سلولازی به ترتیب در جدايله هلای شلماره    اساس سنج  کیفی 

ورملی   ، نمونله هلای کمپوسلت   برخی را داشتند.  یبه ترتیب بیشترين توان کمی سلولاز 6و  13، 12، 194، 104جدايه های 

بودنلد. بلالا    تجزيه سللولز در مجموع دارای بهترين جدايه های گرمادوست از لحاظ و برخی خاکهای با ماده آلی زياد کمپوست 

کاه  میکروارگانیسلم هلای پلاتوژن و     را میتوان به فراوانی سوبسترا در آنها نسبت داد.فعالیت سلولازی در برخی خاکها بودن 

همننین از بین رفتن میکروارگانیسم های مزوفی  در طول فرايند کمپوست شدن، می تواند علت رشلد و تکثیلر زيلاد جدايله     

سلولازی بالا بود که می تواند به دلیل   های ترموفی  باشد. در مراح  کمپوست شدن و ورمی کمپوست شدن میانگین فعالیت 

 .زياد بودن مواد سلولزی در ابتدای فرآيند باشد

 

 
 

 منتخبجدایه های گرمادوست در آنزیم سلولاز فعالیت  کیفی و کمی  سنجش -1جدول 

 فعالیت سلولازی        یمح  نمونه بردار جدايهشماره 

 mm 1-h 1-mg glucose Lطر هاله به کلنی ق

ورمی کپوست استفاده  151

 شده در خاک

e9/2 e6/150 

روز ماده از  10ت   123

زباله های آلی بدون 

 هوادهی

f2/1 h1/110 

 e5/2 f7/142 خاک تبريز 191

 f3/1 h2/111 ورمی کمپوست 144

 f1/1 hi8/107 خاک تبريز 200

 f5/1 g0/122 جنگ  های ارس 327

 f1/1 hi8/105 جنگ  های ارس 267

 b0/7 b2/216 ستکمپو 12

 f4/1 i3/102 روز 40سايت دپو  97

روز ماده از  10ت   104

زباله های آلی بدون 

 هوادهی

a3/10 a5/232 

 b7/6 bc6/198 ورمی کمپوست 4

 cd3/4 c3/196 ورمی کمپوست 1

 c7/4 b9/210 کمپوست 13

 f1/1 hi9/107 کمپوست 21
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 f1/1 hi2/106 کمپوست 26

 d0/4 d4/164 کود دامی پوسیده 68

 d0/4 d2/162 خاک يزد 47

 e8/2 e9/152 خاک يزد 37

 c6/5 b5/209 ورمی کمپوست 6

 f1/1 i9/105 ورمی کمپوست 24

بستر ورمی کمپوست  40

 روز 60

f3/1 g2/118 

خاک چهارمحال  30

 بختیاری

f6/1 g9/129 

 a5/10 ab2/221 خاک تبريز 194

 f1/1 i9/102 خاک تبريز 220

 ای هر ستون با داشتن حداقل یک حرف مشترک دارای اختلاف معنی دار نمی باشند.*داده ه
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Abstract: 

This study was performed to isolate thermophilic microorganisms possessing cellulase activity from different 

soils and Different stages of production. Samples were kept at 58 ° C and thermophilic microorganisms were 

isolated in NA medium. In this study, a total of 327 thermophilic isolates were separation and purification. Both 

qualitative and quantitative assays were used to determine cellulase activity. The highest cellulase activity was 

in isolates from vermicompost, compost cellulase activity was in isolates from Bed of organic waste without 

aeration, vermicompost, compost and the lowest activity was related to soil or compost. Isolates 12 and 104 and 

194 were selected as the most efficient isolates in qualitative assay. Thus, in the qualitative assay, the isolates 6, 

12, 13, 104 and 194 had the highest cellulase activity. At the end, Isolates 12 and 104 and 194 were selected as 

the most efficient isolates in cellulase activity. 
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