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جداسازی شده از خاک و میکروارگانیسم های گرمادوست سنجش فعالیت لیگنینازی در 

 کمپوست

 
 3ور، رضا خاک2، ناصر علی اصغرزاد1آرش همتی

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

 

 چکیده:

منظاور ابتادا   انجاام گرفاتب بارای ايان     یلیگنینااز با فعالیت های گرمادوست اين تحقیق با هدف جداسازی میکروارگانیسم     

ب ناد جداساازی گرديد  NAمحای  کشات    در  سلسایو  درجاه  58در دماای  خاک و کمپوسات  های مختلف ها از نمونهجدايه

کنگاورد در ارار فعالیات    در محی  کشت چاپک با حضور کنگورد اساتفاده شادب    یلیگنینازفعالیت کیفی و کمی سنجش های 

جدايه فاقد  118، خالص سازی شده جدايه 327از میان  لیگنینازی )فنل اکسیدازی( تجزيه شده و رنگ قرمز آن از بین میرودب

جدايه  کارآمدترينکنگورد به عنوان تجزيه درصد  91و  96با داشتن به ترتیب  47و  1شماره  های توان لیگنینازی بودب جدايه

قطار هالاه باه کلنای را     نسابت   بیشاترين  13و  47، 12و 1 هاای  ب در تست کیفی نیز جداياه بودندلیگنیناز در تست کمی ها 

 بجداسازی شده بودند ورمی کمپوست، کمپوستبا فعالیت لیگنینازی قوی عمدتا از نمونه های ب جدايه های تندداشت

 ، ورمی کمپوستبناز، گرمادوست، کمپوستکلمات کلیدی: لیگنی

 

 مقدمه:

که توانايی تجزيه ی ترموفیل اين زمان می تواند با تلقیح میکروارگانیسم ها عموما زمان بر  می باشدبفرايند تولید کمپوست      

با تسريع ها می توانند گیردب تحقیقات انجام شده نشان داده است که شماری از اين میکروب میرا دارند سريع تر انجام لیگنین 

و خصوصیات کیفی و کمای کمپوسات را نیاز بهباود      ، فرآيند کمپوست شدن را کوتاه نموده واد آلی و ترکیبات مقاومتجزيه م

 ,Goldstein) مواد گیاهی را در طبیعت تشکیل می دهند %50بیش از (ب لیگنوسلولز ها Vargas-Gracia et al., 2010بخشند )

ها جزء اصلی توده کمپوست از تشکیل میدهندب لیگنین يک ابر مولکول پايدار می باشد که قادرت و سافتی   لیگنوسلولز(ب 1981

به ديواره سلول های گیاهی و محافظت سلولز و همی سلولز در برابر حمله میکروبی توس  آنزيم هاای هیادرولیتیک را فاراهم    

رايند پیچیده ای می باشد که نیاز به اقدام باه همکااری چنادين    تجزيه لیگنوسلولزها يک ف ،می کندب با توجه به وجود لیگنین

(ب برخای از ساويه هاای قاارچی تاوان      Hatakka, 2001سالوازها را دارد )  و و پراکسایداز   آنزيم خارج سالولی، مانناد اکازهاا   

درصدی لیگنین را  20نايی حداکثری در تجزيه ی لیگنین و ترکیبات آلی مقاوم به تجزيه را دارا می باشندب اکتینومیست ها توا

در دمای ترموفیلیک اکثريت قارچ ها از بین می روند و اکتینومیست هاجمعیت غالب را تشاکیل مای دهنادب لااا باا       ولی دارند

توجه به اينکه در دمای ترموفیلی اکثريت قارچ ها از بین می روند، تجزيه مواد آلی مقاوم باه تعوياق افتااده و زماان کمپوسات      

 تر می گرددب شدن طوانی

تعدادی از میکروارگانیسم های کمپوست  که قادر به تخريب ساختار پلیمری لیگنین در کشت خالص هساتند در برخای از        

در میان آنهاا قارچهاای رشاته ای کاه متعلاق باه        (ب Chefetz et al. 1998; Tuomela et al. 2000تحقیقات گزارش شده اند )

Ascomycetes   ياااDuteromycetes   فوزاريااوم، پنیساایلیوم، آسااپرژيلو هسااتند، ب ،Chaetomium ،Trichoderma   و

Paecilomyces  ( نیز از جمله میکروارگانیسم های تجزيه کننده لیگنین می باشندTuomela et al.2000  ب) 

ها را معرفی نموده اناد  انیسمدر اين زمینه تحقیقات زيادی در کشورهای ديگر انجام شده و تعداد محدودی از اين میکروارگ     

ها بايد مبالغ هنگفتی پرداخت شودب از طرفی نیز با توجه به متفاوت بودن که اکثرا به صورت ربت اختراع بوده و برای خريد آن

شراي  آب و هوايی ايران با کشورهای ديگر و همچنین افزايش روز افزون زائدات شهری، لزوم تحقیقاتی جاامع و کامال بارای    

ها در تساريع روناد   های بومی که توانايی تجزيه مواد سخت تجزيه شونده )لیگنین( را دارند و استفاده آنتن میکروارگانیسمياف
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ب تاکنون در خصوص گونه های باکتريايی ترموفیل تجزياه کنناده لیگناین    گرددتجزيه زائدات شهری بیش از پیش احسا  می

هدف جداسازی باکتريهاای ترموفیال از نموناه هاای مختلاف خااک و       با ن تحقیق گزارش زيادی وجود نداردب بر اين اسا ، اي

   کمپوست و سنجش کیفی و کمی فعالیت لیگنینازی آنها انجام گرفتب 

 

 مواد و روش ها:

 اساتفاده ، مای رفات  نمونه برداری: برای نمونه برداری از مکانهايی که بیشترين احتمال وجود میکروارگانیسم های ترموفیل      

روز ماده از زباله های آلی بدون  10ب اين مکانها و بسترها به ترتیب زير بودند: بازيافت تهران:  )تل تازه از زباله های آلی، تل شد

روز زبالاه آلای،    60روز زباله آلای، تال    40روز زباله آلی، تل  20روز مانده از زباله های آلی هوادهی شده، تل  10هوادهی، تل 

روز، کمپوست درجه يک و کمپوست درجه دو(ب آذربايجان شارقی: ) کاود دامای تاازه، کاود       40، سايت دپو روز 20سايت دپو 

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

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

منطقه مختلف که دارای ماده آلی باايی بودند(ب چهارمحاال بختیااریب خراساان مرکازیب از      5منطقه مختلف(، تبريز )از  3)از 

 جنگل های گرگان و همچنین ورمی کمپوست گرگانب کارخانه کمپوست رشتب يزدب

درجاه سلسایو  قارار داده شادب      68ساعت در دمای  1ابتدا به مدت نمونه اولیه های ترموفیل:  جداسازی میکروارگانیسم      

رقتهای مناسب انتخااب  رشد میکروب ها،  سرعتگرديدب با توجه به تست اولیه و  10- 7سپس اقدام به تهیه سری های رقت تا 

هايی که توان رشد در ايان  تب میکروارگانیسمدرجه سلسیو  انجام گرف 58در دمای  NAدر محی  رقتها کشت سپس ب گرديد

درجاه   58(ب میکروب هايی که در دماای  Ting et al., 2013های آنزيمی مورد نظر انتخاب شدند )شراي  را داشتند برای تست

 گرديدندب نگهداریدرجه سلسیو   28و  رشد کرده بودند در پلیت های ديگری خالص سازی و در دمای یسلس

 باه هماراه کنگاورد    از محای  کشات چاپاک    ی در جداياه هاا  لیگنینازفعالیت کیفی سنجش : برای یگنینازتست کیفی ل    

لیگنینازی به عنوان فعالیت و کاهش رنگ قرمز يا بی رنگ شدن اطراف کلنی )ايجاد هاله بی رنگ( کنگورد تجزيه  باستفاده شد

 (بSaparrat et al., 2008مختلف اندازه گیری گرديد )يه های جداهاله به کلنی در قطر در اين مرحله نسبت  در نظر گرفته شدب

 فعالیت لیگنینازی، حاف شدندب  جدايه های فاقد در اين تست، 

 

در محای    جدايهساعت اقدام به رشد  24: با استفاده از محی  کشت چاپک بدون آگار، ابتدا به مدت تست کمی لیگنیناز     

تعیاین  باه روش کادر سانجی    پس مقدار رشد میکروبی با استفاده از روش اسپکتروفتومتر مايع در انکوباتور شیکر دار شد و س

به محای    میلی لیتر )بعنوان منبع خام آنزيم(گرديدب در ادامه سوسپانسیون میکروبی سانتريفیوژ گرديد و از محلول رويی يک 

سااعت در انکوبااتور شایکر     24کنگورد اضافه شدب سوسپانسیون حاصل به مدت  20میلیگرم در لیتر  کشت مايع چاپک حاوی

داده هاا، از  توس  اسپکتروفتومتر قرائت گرديدب به منظور کمی ساازی   nm 510طول موج مقدار جاب در دار قرار گرفت و در 

ه شادب فعالیات لیگنیناازی برحساب     برای رسم نمودار استاندارد استفادکنگورد میلیگرم در لیتر  20و  15، 10، 5، 0غلظتهای 

 میلیگرم کنگورد تجزيه شده در هر لیتر محی  کشت در هر ساعت بیان شدب
 

 نتایج و بحث:
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 نتایج کیفی و کمی آنزیم لیگنیناز جدایه های گرمادوست حاصله از نمونه های مختلف -1جدول 

 فعالیت لیگنینازی محل نمونه برداری جدايهشماره 

 mm mg Congo red L-1h-1اله به کلنی طر هق

 a2/25 a2/19 ورمی کمپوست 1

 d1/15 d2/10 ورمی کمپوست 4

 c1/17 c5/14 ورمی کمپوست 6

 a1/23 b6/17 کمپوست 12

 bc9/18 c5/14 کمپوست 13

 e0/10 e6/7 ورمی کمپوست 24

خاک چهارمحال  30

 بختیاری

h3/3 g7/2 

 b0/20 ab1/18 خاک يزد 47

 i3/1 i1/1 د دامی پوسیدهکو 68

روز ماده از زباله  10تل  104

 های آلی بدون هوادهی

c7/16 d8/11 

روز ماده از زباله  10تل  123

 های آلی بدون هوادهی

f4/6 g5/2 

 i2/1 g6/2 ورمی کمپوست 144

ورمی کپوست استفاده  151

 شده در خاک

ab7/22 b1/16 

 g7/4 gi6/1 خاک تبريز 191

 ef6/8 f7/4 ريزخاک تب 220

 hi1/2 gi6/1 کود دامی تازه 234

 g4/5  fg4/3 روز زباله آلی 40تل  268

روز مانده از زباله  10تل  287

 های آلی هوادهی شده

f4/6 f6/4 

 h3/4 g9/2 کمپوست 301

 g0/5 i0/1 خاک جنگل ار  327

 دار نمی باشند. داده های هر ستون با داشتن حداقل یک حرف مشترک دارای اختلاف معنی*

 

 20 هساتندب جدايه فاقد توان لیگنیناازی   118جدايه،  327نتايج اندازه گیری کمی و کیفی لیگنیناز نشان داد که از میان      

 96با داشتن  47و  1شماره های آورده شده استب در تست کمی لیگنیناز جدايه  1جدايه به عنوان جدايه های برتر در جدول 

 هاای  ب در تست کیفی نیز جداياه ندانتخاب گرديد یبه عنوان قوی ترين جدايه ها از لحاظ لیگنیناز کنگورد تجزيهدرصد  91و 

نتاايج نشاان داد    در رديفهاای بعادی قارار گرفتنادب     نیز 13و  47 های  بیشترين قطر هاله به کلنی را داشتند و جدايه 12و 1

يزد قوی ترين جداياه هاا از لحااظ    خاک منطقه نمونه های  برخیورمی کمپوست، کمپوست و همچنین حاصل از جدايه های 

مثل ترکیبات آروماتیاک تاک مولکاولی،    مواد مشابه ب تجزيه مولکول های سخت مثل لیگنین و ساير فعالیت لیگنینازی هستند

 Johannes etند )نیازمند آنزيم های اکسیداتیو می باشدب به همین علت اين آنزيم ها در صنايع مختلفی کاربرد گسترده ای دار

al., 2000; Saparrat et al., 2005      ب در میان آنزيم های تجزيه کننده لیگنین، اکازها با خاصایت فنال اکسایدازی باه عناوان)
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(ب کنگورد با توجه به ساختار آرومااتیکی مشاابه   Johannes et al., 2000تجزيه کنندگی ترکیبات آروماتیک بررسی شده است )

 (بSaparrat et al., 2008ق به عنوان جايگزين لیگنین انتخاب گرديد )لیگنین در اين تحقی
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Abstract: 

     This study was performed to isolate thermophilic microorganisms possessing ligninase activity. Samples 

were kept at 58 ° C and thermophilic microorganisms were isolated in NA medium. Both qualitative and 

quantitative assays were used to determine ligninase activity. The Czapek medium having Congo red was used 

for this purpose. The highest ligninase activity was in isolates from vermicompost, compost and some soils 

taken from Yazd region. Among the 327 isolates, 118 isolates lacking ligninolytic activity. Isolates 1 and 47 

with 96 and 91 percent degradation of Congo red were selected as the most efficient isolates in quantitative 

assay. Thus, in the qualitative assay, the isolates 1, 12, 47 and 13 had the highest halo/colony diameter ratio. 

Overall, the efficient ligninolytic isolates were obtained from compost and vermicompost samples.  
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