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 چكيده
هاي   گيرندها،سوبستراه، ...)منابع كربن، نيتروژن، فسفر (افزودن مواد مغذيتوسط  ،زيستي تسهيل شده در فناوري تخريب

 ميزان  را تحت تاثير قرار داده وها  ترشح آنزيمتوان هاي متابوليكي، مي همراه با افزايش فعاليت، ...)تيامين، (ها   و ويتامينكترونال
هاي معدني،   تركيبات مختلف مواد مغذي شامل نمكV/V% (1( به همين منظور، با استفاده از .افزايش داد ها را تخريب آلاينده

هاي ترشح آنزيم نظير وراتريل الكل و تيامين  و محرك) گلوكز، مالت و كازئين پپتون يست اكستركت(وژن منابع كربن و نيتر
 Phanerochaeteهاي لاكاز، پراكسيداز و زايلاناز ترشح شده توسط قارچ  هاي آنزيم  هيدروكلرايد اثر اين مواد بر فعاليت

chrysosporium دهند كه  نتايج نشان مي. ده استسازي باگاس بررسي ش در محيط پساب آمادهMSB+MCTV   موثرترين تركيب
هاي لاكاز و پراكسيداز و روز  روزهاي پنجم تا هفتم تيمار براي آنزيم(افزودني است كه در حداكثر فعاليت ليگنوليتيكي اين قارچ 

 و 193، 78ها به ترتيب تا معادل  ن آنزيمكه مقادير اي به طوري . دهد ها را افزايش مي ترشح اين آنزيم) سوم براي آنزيم زايلاناز
U/l60و 54، 26در حالي كه، بدون افزودن مواد مغذي به محيط پساب، اين مقادير در حد .  خواهد شد U/l 16رابطه . اند  بوده

ي تيمار هاي موجود در پساب در ط فازهاي مختلف رشد قارچ و ميزان ترشح آنزيم و همچنين تغيير ميزان ليگنين و كربوهيدرات
 . روزه مورد بررسي قرار گرفته است9

 
 سازي باگاس، تصفيه زيستي پساب آماده، Phanerochaete chrysosporiumمواد مغذي، لاكاز، پراكسيداز، زايلاناز، : هاي كليدي واژه

 

 مقدمه
هـاي مهـم كـه توجـه          هاي اخير، يكي از حـوزه       در سال 

ست ، كـاربرد زي ـ  اسـت جهاني را بـه خـود معطـوف كـرده       
هـا در   ها توسط ميكروارگانيـسم   براي حذف آلاينده 1فناوري

 بـوده اسـت   تغيير ژنتيكـي آنهـا      از طريق   حالت طبيعي و يا     
]Anjaneyulu, Y., Chary 2005.[ ايـن روش كـه بـه     در

                                                 
1 - Biotechnology 

هايي نظيـر     از ميكروارگانيسم ،   معروف است  2زيستي  تخريب
 اسـتفاده شـده و از طريـق         3هاي مولد پوسيدگي سفيد     قارچ

ها و تبديل آنها بـه تركيبـات          خريب دامنه وسيعي از آلاينده    ت
هاي معـدني و      اكسيدكربن، متان، آب، نمك     ضرر نظير دي    بي

هـايي بـا ارزش افـزوده زيـاد، نظيـر              متابوليـت  ،توده  زيست
 ,.Lacina, C[شـوند   توليـد مـي   هـا نيـز   ها و آنزيم پروتئين

                                                 
2 - Bioremediation 
3 - White rot fungus  
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Germain, G., Spiros, A. N., 2003.[  ــاوري در فن
منـابع   (افـزودن مـواد مغـذي     با   ،زيستي تسهيل شده    تخريب

 و هاي الكتـرون   گيرندها،سوبستراه، ...)كربن، نيتروژن، فسفر  
هــاي   افــزايش فعاليــتهمــراه بــا ،...)تيــامين، (هــا  ويتــامين

  را تحت تاثير قـرار داده و       ها   ترشح آنزيم  توان  متابوليكي، مي 
 ,.Meysami, P [افـزايش داد   هـا را  ميزان تخريب آلاينـده 

2001[ .Phanerochaete chrysosporium يكــــــي از 
با هاي مورد مطالعه در اين زمينه است كه           ترين قارچ   متداول
هايي نظير ليگنين پراكـسيداز، لاكـاز و زايلانـاز             آنزيم ترشح

]Perez, J., Mun, J. Dorado, O., 2002[،  قادر به تخريب
هـاي    ص پساب خصوه  بيولوژيكي پسماندهاي كشاورزي، ب   

ها حـاوي مقـادير    اين پساب. باشد ناشي از صنايع نيشكر مي 
 هـستند و  زيادي اسيد تانيك، ملانوئيدين، قنـدها و ليگنـين          

شـرايط بهينـه    ايجـاد   رود با استفاده از اين قارچ و          انتظار مي 
مواد فراهم كردن     و  كاهش -پتانسيل اكسايش نظير  محيطي،  

انجـام  آميـز     موفقيـت   بـه طـور    زيستي  تخريبفرايند   ،مغذي
 ]. Meysami, P., 2001[گيرد 

شامل انواع مواد مغذي  افزودندر اين تحقيق با 
گلوكز، مالت، كازئين، پپتون، مالت اكستراكت و مجموعه 

وراتريل الكل، به محيط پساب + هيدروكلرايد + تيامين 
سازي باگاس و ملحوظ كردن ساير فاكتورهاي  آماده

زيستي در   كارايي تخريب ثابت،محيطي به عنوان عوامل
ها و ليگنين پساب و سطح فعاليت  كربوهيدراتكاهش 
 .    شده است بررسي هاي ليگنوليتيك  آنزيم
 
  و روشهامواد
 پساب

كارخانه   شستشوي باگاسسازي تر يا بخش ذخيرهپساب 
به عنوان محيط  ،تپه خوزستان هفتدر كاغذسازي پارس 

در  .رد استفاده قرار گرفته استفعاليت ليگنوليتيكي قارچ مو
، سازي توده ذخيره به آن انتقال ،سازي تر باگاس ذخيرهمرحله 

انجام گرفته و  درصد 2خشكي ميزان توسط سوسپانسيوني با 
 آب در جريان، .شود توده به طور پيوسته آب پاشي مي

 وباگاس مواد محلول  از 3% تا 2، حاوي 1موسوم به بيوليكور
اي مايل به سبز تيره به همراه   رنگ قهوهده وبوقندهاي آزاد 

 اين TDS4 و 5BOD2 ،COD3 ميزان. استبوي بسيار بد 
 pHگرم در ليتر،    ميلي3900 و 5860، 2780 پساب به ترتيب

 mg/l PtCo (560( و ميزان رنگ آن 3/5 تا 1/5آن بين 
با استفاده از يك ظرف اين پساب برداري از  نمونه. است

 40 به ميزان  وعمقي بين كف و سطح استخرپلاستيكي از 
براي جلوگيري از تغيير خواص پساب، در  و  شدانجامليتر 

 EFPG5 به آزمايشگاه oC4ظروف سربسته در دماي زير 
ه و تا انجام آزمايش تحت شرايط يافتكشور فرانسه انتقال 
 .]Bocchini, D. A. , 2005 [مذكور نگهداري شد

 
 ميكروارگانيسم

 Phanerochaete قارچ پوسيدگي سفيدكشت خالص

chrysosporium  كه از مركز كلكسيون قارچي دانشكده 
به كار فرانسه تهيه شده بود،  INPG6 بيولوژي دانشگاه

 . گرفته شد
 

 روشها
 توده  نحوه تهيه زيست

هاي  پليتبر روي   روزه رشد يافته10هاي  از كشت

                                                 
1- Bioliquor 
2 - Biological Oxygen Demand  
3 - Chemical Oxygen Demand  
4 - Total Dissolved Solids  
5 - Ecole Francaise de Papeterie et des Industries 
Graphiques  
6 - Institute National Polytechnique de Grenoble 
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 مايع كشت  محيطكوبي  مايهمالت اكستراكت آگار براي
-MSB محيطهاي اوليه،  بر اساس آزمايش. استفاده شد

MCTVنظر گرفته شددر مايعكشت محيط   به عنوان  .
ml100 با حجم هايارلن ماير از آن در ml250شده ريخته  
 يها ارلن. صورت گرفت در شرايط استريل كوبي مايهو 

 در حالت ايستا داخل ، با گاز استريلدربسته همراه
 روز نگهداري شد تا 5 به مدت oC30 دماي انكوباتور در

توده . شودل يشكتتوده نمدي ميسليوم بر سطح مايع 
 دقيقه با سرعت 20 به مدت آوري  پس از جمعحاصل

rpm5000 بار با آب مقطر 2 سانتريفيوژ شده و سپس 
 ثانيه 10 با استفاده از مخلوط كن، به مدتآنگاه . شدهشست

 همگن درآمد و در با سرعت كم به شكل سوسپانسيون
 ,.Cho, N.S 7[فرآوري پساب مورد استفاده قرار گرفت 

Kim, D. H., Cho, H. Y., Ohga, S. & Leonowicz, 
A., 2006.[       

 
 توده گيري ميزان زيست اندازه

ــين  ــراي تعي ــزان ب ــستمي ــي از   زي ــوده، حجــم معين ت
 دقيقه بـا    20سوسپانسيون حاوي ميسليوم را ابتدا به مدت        

 سانتريفيوژ كرده و سپس بخـش جامـد         rpm5000سرعت  
را جدا كرده، شستشو داده و با كاغذ فيلتر خشك از پـيش             

آنگـاه  . شـده اسـت    صـاف    µm45/0با تخلخـل     وزن شده 
در اتـوكلاوي بـا دمـاي       توده را     كاغذ صافي حاوي زيست   

ºC70  تــا رســيدن بــه وزن ثابــت خــشك نمــوده و ميــزان
 ,Radha[شـد   تعيـين   ليترگرم بر   ميليتوده بر مبناي زيست

K. L., Regupathi, I., 2005.[  
 
 ها گيري كربوهيدرات اندازه

كروماتوگرافي تبادل يوني با از ها  براي آناليز كربوهيدرات

به همراه ردياب ) Dionex-DX 500( 1كارايي بالا
اساس . استفاده شد تپشي آمپرومتري) آشكارساز(

 احيا توسط ، انجام اكسايش ـ يونيكروماتوگرافي
. است Ag/AgClالكترودهاي فعال طلا و الكترودهاي مرجع 

به ) NaOH) mM200 2% آب ديونيزه شده به همراه %98
 استفاده شد و ml/min 1 با سرعت جريان فاز حامل وعنوان 

گيري  براي اندازه . به كار گرفته شدoC30سيستم در دماي 
دها و قن (هاي پليمري و اليگومري پساب كربوهيدرات

 µl180  با از ماده خشك پساب راmg10، )سلولزها همي
محلول قند  ازهيدروليز كرده و  72%اسيد سولفوريك 

  استفاده شد و در نهايتبه عنوان استاندارد داخلي 2فوكوز
 صاف كرده و عمل تزريق انجام µm45/0 با صافيرا مخلوط 

 ].Colombo, R., ¸2006[شد  
 
 ليگنينگيري  اندازه

 در نامحلولگيري ليگنين پساب، ليگنين   اندازهبراي
 شده   به روش وزني و ليگنين حل72% اسيد سولفوريك

) UNICAM UV 500(طيف سنجي در اسيد به روش 
اسيد پس از هيدروليز مواد جامد پساب توسط  .تعيين شد

تا غلظت اسيد نمونه را با آب مقطر ، 72%سولفوريك 
 و ن ساعت جوشاند4ز  پس او رقيق كرده 3 %سولفوريك

يك روز، بدون همزدن، آن را صاف كرده و آن پس از 
، كاغذ صافي همراه مواد نامحلولگيري ليگنين  براي اندازه
 قرار داده oC2 ± 103  با دماي  الكتريكيدر اتو روي آن،

 nm  205بنفش در طول موج ميزان جذب با اشعه فرا. شد 
ليگنين حل شده در محلول حاصل از صافي، نشان دهنده 

ليگنين موجود در نمونه توسط رابطه . باشد در اسيد مي

                                                 
1 - Ion Exchange High Performance Liquid 
Chromatography  
2 - Fucose 
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 ] :official test method, 1983[است زير قابل محاسبه 

 
sns LLL  +  = 
100×=

W
MLns 

1001000110 ×
××
××

=
W

VDALs 
 
L :،درصد ليگنين Lns : نامحلولدرصد ليگنين ،Ls :

  ،)g( وزن ليگنين روي صافي: Mشده،  درصد ليگنين حل
W :وزن ماده خشك نمونه)g(،A  :،جذبD  : ضريب

 . )ml(حجم محلول صاف شده :Vسازي، رقيق
 

 ها آنزيمگيري  اندازه

 آنزيم لاكاز
 1يك واحد آنزيم لاكاز با حضور سرينگالدازين

 001/0 قادر به ايجاد جذبي معادل ،در محيط) سوبسترا(
 ºC30  و دماي nm530 ، 5/6 =pHدر دقيقه در طول موج 

مبناي سنجش ، ميزان . است مخلوط واكنش  ml3 در 
تغييرات جذب ناشي از اثر آنزيم لاكاز بر سوبستراي مورد 

 خطيمورد بررسي  در محدوده مذكورنظر در شرايط 
 ,.Ride, J.P -[ و از رابطه ذيل قابل محاسبه است باشد مي

1980.[ 

 
 C30°  و دما nm530،  5/6 =pHآنزيم لاكاز، طول موج 

H2O2 +  سرينگالدازين اكسيد شده O2 + سرينگالدازين 
 

(df) × )شاهد- ∆ A530/min  آزمون  A530nm/min ∆( 
)5/0 (×) 001/0( 

) =ml/U(  آنزيم
 لاكاز

 
:df طول موج ( لاكاز  تغيير جذب در هر دقيقه به ازاي هر واحد:001/0سازي،  ضريب رقيقnm530 ،5/6 =pH دماي ، 

0c30 و ml3(زدايي شده   حجم آنزيم، پساب يا آب يون:5/0و )  مخلوط واكنشيml(.  
 

 آنزيم پراكسيداز
 ml1 يك واحد آنزيم پراكسيداز، قادر به تشكيل 

و دماي  pH= 6 با ، ثانيه20 در1پورپوروگالين از پيروگالول
0C20ن تغييرات جذب ناشي از مبناي سنجش، ميزا . است

 اثر آنزيم پراكسيداز بر سوبستراي مورد نظر در شرايط 

  آن در محدوده مورد بررسي تغييراتباشد كه فوق مي
 . است و از رابطه ذيل قابل محاسبه استخطي

 
 
 

 آنزيم زايلاناز
 µm1سازي  يك واحد آنزيم زايلاناز، قادر به آزاد

 =5/4pH و 0c30دماي زايلوز از زايلان در هر دقيقه در 

مبناي سنجش، تغييرات جذب ناشي از قند . باشد مي
 و از باشد  مي، در شرايط فوقزايلوز آزاد شده در محيط

 ,Chen, W. P., Matsuo[رابطه ذيل قابل محاسبه است 

M., & Yasui, T., 1986[. 
 
 

------------------- 
1- Syringaldazine 
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 ºC20 و دماي nm420،  6 = pHآنزيم پراكسيداز، طول موج                            
+H2O2 پيروگالول  H2O2 + 1پورپوروگالين

 
(df)× ) 3(× )شاهد- ∆ A420nm/20 S  آزمون  A420nm/20 S ∆( 

)12(× ) 1/0( 

) =ml/U( آنزيم  
 پراكسيداز

 
:df ،ضريب رقيق سازيs: ،حجم : 3 ثانيه)ml ( ،تخريب ضريب : 12كل مخلوطmg/ml 1پورپوروگالين در طول موج  

nm420 حجم آنزيم: 1/0 و)ml(  پساب يا بافر فسفات پتاسيم ،]Chance, B. & Maehly, A. C., 1955.[ 
 

   Cº30اي  و دم=nm540،  5/4 pHآنزيم زايلاناز ، طول موج                                                          
زايلان + H2O )زايلوز(قندهاي احيا شده 

 
(df) ×)  زايلوز آزاد

 )   شده
)10(× ) 1/0 (  

) =ml/U( آنزيم  
 زايلاناز   

  
df :حجم آنزيم، پساب يا رقيق كننده : 1/0، )دقيقه(  زمان سنجش واحد آنزيم:10سازي، ضريب رقيق 

 
 هاتيمارشرايط 

 حاوي منابع كربني، مواد مغذي انواع  زمان تيمار واثر
 ه عنوان متغيرهاي محرك رشد، ب نيتروژني و برخي افزودني

، )0C35(، دما )rpm180(دور شيكرفاكتورهايي نظير  و
6pH=توده    و ميزان زيست)mg/l552(  عنوان به

تيمارهاي حاصل از  .ندنظر قرار گرفتدر  ثابت هايفاكتور
 است و تيمارهاي ناشي 1 مواد مغذي، مطابق جدول تغيير

 D0  2،D  3 ،D  5 ،D 7D  ،  9D,از تغيير زمان به صورت 
 تيمار حاصل شده 36اند كه از اثر متقابل آنها،  انتخاب شده

.  تكرار انجام گرفته است3آزمايش هر تيمار، در . است

   را پس از عبور ازمغذيمحلول  كشت مايع و هاي محيط
-0C124  دقيقه در دماي20 تا 15، به مدت µm5/1ي صاف
 به 1 كلورام فنيكولبيوتيك  آنتيسپس و  استريل كرده121

، در محيط پساببه آن افزوده شده و  g/l2/0  تا 1/0ميزان 
 استفاده شد تا تاثير نوع مواد مغذي V/V% (1(به ميزان 
محيط در  بر فعاليت ليگنوليتيكي قارچ مورد نظرافزودني

 . اب مشخص گرددپس
------------------ 

1- Pyrogallol 
2 - Purpurogallin 
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 تيمارهاي مربوط به انواع مواد مغذي -1جدول
 تركيبات مغذي

 )g/l( منبع نيتروژن )g/l( منبع كربن
 منابع انرژي و محرك

 (mM)  ترشح آنزيم 
تيمارهاي 
 مواد مغذي

علامت 
 اختصاري

هاي معدني  نمك
)MSB*(2 لوكزگ 

)G( 
مالت 

)M( 
 كازئين پپتون يست

 )C (3اكستراكت

 وراتريل الكل+ تيامين هيدروكلرايد 
)T(    +       )V( 

1 
بدون مواد 

 - - - - - )Bio(غذايي 

2 MSB + - - - - 
3 MSB+G + + - - - 
4 MSB+M + - + - - 
5 MSB+GCTV + + - + + 
6 MSB+MCTV + - + + + 

 4/0    +  01/0 5 10 10 مقدار
*  MgSO4. 7H2O ( 5/0 )، NH4Cl ( 1/0 )، K2HPO4( 5/0 )، FeSO4. 7H2O ( 05/0 )، CaCl2. 2H2O ( 1/0 )، KH2PO4 (2 g/l) 

 
  آماري تحليل

 هاي كامل تصادفي  در قالب طرح بلوك  آزمايش
)RCBD(1 تجزيه واريانس توسط انجام شده و اثر متغيرها 

ميزان ترشح بر اثر شرايط مختلف هر تيمار . بررسي شد
 به عنوان ميزان ترشح آنزيم تاثير هر تيمار بر و ها آنزيم

پس از تجزيه واريانس، در . ه استبلوك در نظر گرفته شد
ها  دار بودن اثرات تيمار، مقايسه ميانگين صورت معني

 انجام SPSS آزمون دانكن و به كمك نرم افزار توسط 
 . شد
 

 نتايج
 و Cho:  بر ترشح آنزيم لاكازاثر مواد مغذي و زمان تيمار

) 2005( و همكاران Asamudoو ) 2006(همكاران 
ها مقادير كمي لاكاز توليد   قارچ"معتقدند كه معمولا

هاي غذايي، غلظت آن را  افزودن مكمل كنند ولي با مي
در اين بررسي نيز، تجزيه ]. 7و3 [توان افزايش داد  مي

ع مواد مغذي بر ترشح ها نشان داد كه اثر انوا واريانس داده
  گروه 5بندي دانكن  دار است و نتايج گروه لاكاز معني

 مجزا را نشان داده است كه به جز تيمار بدون مواد غذايي

)Bio ( وMSBهاي جداگانه قرار  ، بقيه تيمارها در گروه
يكي از دلايلي كه اين دو تيمار در يك گروه قرار . گرفتند

سلولزها در  ندهاي هميگرفتند، وجود گلوكز و ساير ق
كند تا در صورت  محيط پساب است كه به قارچ كمك مي

هاي معدني، بتواند فاز اوليه رشد را  عدم استفاده از نمك
 رخ MSBطي كند و نتايجي تقريباً مشابه آنچه در تيمار 

البته عنوان اين نكته نيز ضروري است . داد، به دست آيد
 دو تيمار اندك كه ميزان لاكاز ترشح شده توسط هر

 ).1شكل (باشد  مي
 

------------------- 
1- Chloramphenicol 
2 - Mineral salt broth 
3 - Casein peptone yeast extract
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  اثر انواع مواد مغذي و زمان تيمار بر ترشح آنزيم لاكاز-1شكل 

 
 ميانگين توليد آنزيم لاكاز در روزهاي مختلف تيمار 

 گروه 4بندي دانكن،   داشته و نتايج گروهداري تفاوت معني
از آنجا كه قارچ در روزهاي اول و . مجزا را نشان مي دهد

دوم تيمار در فاز اوليه متابوليسم خود قرار دارد، بنابراين 
هاي متابوليكي آن در حداقل مقدار بوده و به همين  فعاليت

جهت ميزان آنزيم لاكاز در روزهاي اول و دوم تيمار در 
 9 و 3گروه دوم مربوط به روزهاي .  گروه قرار گرفتنديك

 به 9تيمار است كه روز سوم، شروع فاز ثانويه و روز 
گيري  بنابراين يكي نقطه اوج. باشد نوعي پايان اين فاز مي

و ديگري نقطه افول ترشح اين آنزيم است و در نهايت 
 نيز در گروه جداگانه قرار 7 و 5هاي روزهاي  تيمار

) اوج(نكته حائز اهميت، انتقال نقطه حداكثر . گرفتند
فعاليت اين آنزيم به جاي روز هفتم تيمار در روز پنجم 

تواند استفاده از وراتريل الكل و  بوده است كه علت آن مي
در  U/l 78حداكثر فعاليت اين آنزيم به ميزان . باشد تيامين 

 به MSB+MCTVروز پنجم تيمار با استفاده از تركيب 
 ).1شكل( آمد دست

: اثر مواد مغذي و زمان تيمار بر ترشح آنزيم پراكسيداز
ها نشان داد كه اثر انواع مواد مغذي  تجزيه واريانس داده

دار است و نتايج  بر ميزان ترشح آنزيم پراكسيداز معني

 تيمار غذايي 6 گروه مجزا را براي 6بندي دانكن،  گروه
ار بدون ماده غذايي كمترين تاثير مربوط به تيم. نشان داد

)Bio (مويد اين مساله نظر . بودKunz و همكاران 
  كم بودن سطح فعاليت است كه معتقدند،) 2001(

هاي پراكسيداز، مربوط به مواردي است كه مواد  آنزيم
توده قارچ،   زيرا . باشدمغذي به محيط پساب افزوده نشده

زان فاز اوليه رشد را به خوبي طي نكرده و تكثير به مي
ها  كافي اتفاق نيفتاده و در نتيجه جذب و تخريب آلاينده

 ،MSBهاي   نمونه.افتد نيز در حد لازم اتفاق نمي

MSB+G و MSB+M هاي معدني،  حداقل نمك حاوي
 در فاز اوليه رشد با بنابراين. قند گلوكز يا مالت بودند

 داراي عملكرد MSB+MCTV وMSB+GCTVهاي نمونه
 ولي تا حدي وجود منابع نيتروژني و .ند يكساني بودتقريباً

هاي  مهمتر از آن، افزودن منابع انرژي و تحريك كننده
هاي  توليد آنزيم، نظير تيامين و وراتريل الكل در نمونه
هاي  اخير، عامل كمكي براي تحريك ترشح آنزيم

ها در فاز  ليگنوليتيك و در نتيجه تسريع تخريب آلاينده
 . دوم رشد قارچ هستند

                                             ----------- 
1- Randomized Complete Block Desigen 
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دار  تاثير زمان تيمارها بر ميزان ترشح اين آنزيم معني
به .  گروه مجزا را نشان داد3بندي دانكن،  بوده و گروه

كه آنزيم حاصل از تيمار روز اول و روز دوم در  طوري 
دليل آن، فاز اوليه رشد قارچ است . رار داشتنديك گروه ق

كه فعاليت آنزيمي قارچ در آن در حداقل مقدار خود قرار 
به طريقي مشابه با آنزيم لاكاز، در اينجا هم وضعيت . دارد

.  در يك گروه قرار دارند9 و 3ترشح آنزيم در روزهاي 
ولي برخلاف لاكاز، سير نزولي ترشح آنزيم پراكسيداز در 

رو ميزان ترشح اين  خر فاز ثانويه، شديد نبوده و از ايناوا

بندي دانكن در   تيمار از نظر گروه7 و 5آنزيم در روزهاي 
دليل . يك گروه قرار گرفته و داراي شرايط مناسبي بودند

محيط جستجو كربن و نيتروژن بودن حداقل آن را بايد در 
  ].Sheldon, M.S., 2007  وMeysami, P., 2001[كرد 

در مجموع، بهترين تيمار از نظر مواد مغذي و زمان، 
در القاي ترشح آنزيم پراكسيداز، تيمار با ماده مغذي 

MSB+MCTV در روز پنجم با U/l 5/192 و 
ترين آنها، تيمار بدون ماده مغذي و در روز هفتم  ضعيف

 ).2شكل ( است U/l54معادل ) در بهترين حالت(

 

 
 ذي و زمان تيمار بر ترشح آنزيم پراكسيداز اثر انواع مواد مغ-2شكل

 
  اثر مواد مغذي و زمان در القاي ترشح آنزيم زايلاناز

ســلولزهاي ديــواره ســلولي از  بخــش مهمــي از همــي
در . دارنـد  كه مولكـولي نـاهمگن       اند  ها تشكيل شده    زايلان

ســلولاز، زايلانــاز بيــشترين  هــاي همــي بــين تمــام آنــزيم
  P.chrysosporium  واص دادهتحقيقات را به خود اختص

كه توانايي توليـد انـواع انـدوزايلانازها را      استنشان داده
 ,Gomes, E. F., & Silva ,و A. & El-Said., 2001[دارد 

R. D., 2005 .[هـا نـشان داد كـه اثـر      تجزيه واريانس داده
دار   انواع مواد مغذي بر ميزان ترشح آنـزيم زايلانـاز معنـي           

بجز .  گروه مجزا را نشان داد     5ون دانكن،   بوده و نتايج آزم   
ــاي  ــه ) MSB+GCTV وMSB+G (5 و 3تيمارهــ بقيــ

هاي جداگانه قـرار      تيمارهاي مرتبط با مواد مغذي در گروه      
گروهي اين دو تيمـار حـاكي از آن اسـت كـه               هم. گرفتند

هايي نظير وراتريل الكـل و تيـامين          منابع نيتروژن و محرك   
از آنجـا   . نزيم زايلاناز دارند  نقش كمتري در القاي ترشح آ     

سـلولز، فرآينـد اصـلي متابوليـسم          همي و   كه تجزيه سلولز  
دهند، بنـابراين ترشـح آنـزيم          را تشكيل مي    اوليه اين قارچ  

اوج . رسد قي به نظر ميطزايلاناز در فاز اوليه رشد قارچ من
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فعاليت اين آنزيم روز سوم فرآوري است كه بعـد از آن از             
 دليل آن به حداقل     .شود  آنزيم كاسته مي  شدت فعاليت اين    

تجزيــه . رســيدن مقــدار زايلــوز در محــيط پــساب اســت
ها نشان داد كه اثر زمان تيمار بر ترشـح ايـن              واريانس داده 

 گروه زمـاني را     4بندي دانكن،     دار بوده و گروه     آنزيم معني 
تيمار زمـاني روز اول، هفـتم و نهـم بـا حـداقل      . نشان داد 

روز اول  . يـك گـروه قـرار داشـته اسـت         مقدار آنـزيم در     
مربوط به فاز اول متابوليسم بوده و از اين نظـر كـم بـودن               

در مورد روزهـاي  . ميزان آنزيم زايلاناز در آن منطقي است      
 كه اشاره شد بـه دليـل حـضور انـدك        همان طوري  9 و   7

زايلوز در محيط پساب، ترشح اين آنزيم هم پس از مقدار           
مـوثرترين  . ير شـديد نزولـي دارد     حداكثر در روز سوم، س    

 در روز ســوم، MSB+GCTVمــاده مغــذي بــر زايلانــاز، 
تــرين آن، تيمــار بــدون مــاده   و ضــعيفU/l 7/59معــادل 

 است U/l16معادل  ) در بهترين حالت  (مغذي در روز سوم     
 ).3شكل (

 

 
 اثر انواع مواد مغذي و زمان تيمار بر ترشح آنزيم زايلاناز: 3شكل

 
ر در قندها و ليگنين پساب با فعاليت رابطه تغيي

 مطالعات نشان داده است كه لاكاز فقط در مراحل :ها آنزيم
 وارد اوليه تخريب ليگنين موثر است و پراكسيدازها بعداً

همراه قارچ شروع فاز ثانويه رشد به علاوه . شوند عمل مي
هاي لاكاز و پراكسيداز و آغاز تخريب  با ترشح آنزيم

لاكازها و همه پراكسيدازهاي برون ). 5 شكل(ليگنين است 
ها را  راديكال  ليشكتو ايش سلولي، توانايي كاتاليز اكس

هاي خود انگيخته زيادي  در نتيجه آن، واكنشو داشته 
هاي آروماتيك اتفاق  شكل گرفته و عمل گسستن حلقه

 ]. Turpeinen, B. K., 2007[ افتد مي

Wu استفاده از طي تحقيقي با ) 2005( و همكاران
 از ليگنين پساب 71% بيش از P.chrysosporiumقارچ 

.  روز حذف كردند7مايع پخت سياه خميركاغذ را در طي
) 43(%حذف ليگنين تا روز چهارم با سرعت بيشتري 

. اتفاق افتاد، ولي با گذشت زمان سرعت تخريب كم شد
نتايج نشان .  رسيد61% روز ميزان آن به 7به طوري كه تا 

كه با گذشت زمان تخريب ليگنين با سرعت كمتري داد 
شود كه دليل احتمالي آن، اتوليز سلولي يا كاهش  انجام مي

 & .Wu, J., Xiao, Y[باشد  ميزان گلوكز در محيط مي

Yu, H., 2005 .[ 
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ها  گيري كربوهيدرات حاصل از اندازهبررسي نتايج 
و ) HPLC(توسط كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا 

ها   كه مقدار كليه كربوهيدراتداد نشان گيري ليگنين دازهان
 كاهش محسوس ،پس از انجام فرآوري قارچيو ليگنين 

 ). 4 و شكل 2جدول (است داشته 
) بعد از فاز اول رشد(تخريب ليگنين در اوايل دوره 

شود   زمان با سرعت كمتري انجام ميشتو با گذسريع 

ي يا كاهش ميزان گلوكز  دليل آن، اتوليز سلولكه احتمالاً
 رابطه موقتي نيز بين كاهش البته اخيراً. باشد در محيط مي

فعاليت ليگنين پراكسيداز و افزايش فعاليت پروتئازهاي 
 11 تا 6(برون سلولي در مراحل پاياني مرحله دوم رشد 

 & .Dahiya, J., Singh, D -[شده است پيدا ) روز

Nigam, P., 2001 و Wu, J., Xiao, Y. & Yu, H., 

2005.[ 

 
 *، قبل و پس از تيمارآماده سازي باگاسشستشو و  ميانگين مقدار تركيبات موجود در پساب -2جدول

   (mg/l)تركيبات    
 مانوز گالاكتوز زايلوز آرابينوز گلوكز ليگنين

 79/20 24/75 86/78 55/100 2/341 96/994 قبل از تيمار
 76/1 79/4 72/1 35/3 95/2 99/7 پس از تيمار*

 MSB-MCTVماده غذايياز % V/V (1(  و ºC35 ،6 =pHدماي  ، mg/l552توده   روز، زيست9زمان  :شرايط تيمار* 
 

 
 

 ها در پساب خام و فرآوري شده  مقايسه تغييرات كربوهيدرات-4شكل 
 ]MSB-MCTVماده غذايي% V/V (1(  و ºC35 ،6 =pHدماي  ، mg/l552توده   روز، زيست9[

 ] مانوز-6 زايلوز -5 گلوكز -4 گالاكتوز -3 آرابينوز -2 فوكوز -1[ 
 

پساب تيمار شده

پساب خام
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 هاي لاكاز، پراكسيداز و زايلاناز به همراه تغييرات ليگنين، گلوكز و زايلوز    آنزيم مقدارروند تغيير : 5شكل

] 6 =pHتوده    ، زيستmg/l 552 0، دماC 35 و  (V/V) 1 % غذاييمادهMSB-MCTV[ 
 

 :ها با فازهاي مختلف رشد قارچ رابطه تغيير در آنزيم
اگر قارچي را در يك محيط مايع مناسب كشت دهيم، 

رشد اوليه . )1تاخيرزمان (  كند است آندر فاز اول، رشد
شود كه نيتروژن محيط تقليل يافته و بعد  زماني متوقف مي
دوره . كند ميفعاليت ليگنوليتيكي بروز ، از دوره تاخير

 آن  درسرعت رشداست كه  2 فاز ثانويهجديد، معروف به 
تخريب . گذارد تا به حداكثر خود برسد رو به افزايش مي

زمان  همباشد كه  ليگنين متعلق به دوره متابوليسم ثانويه مي
با توليد وراتريل الكل، وراتريل گليسرول و حضور 

رسي روند در بر .باشد نيتروژن اندك در محيط كشت مي
نكته حائز اهميت،  هاي لاكاز و پراكسيداز،  تغييرات آنزيم

تقارن زماني پايان فاز اوليه رشد قارچ و شروع ترشح اين 
بعد از مدتي دوباره سرعت رشد به . باشد ها مي آنزيم

زيرا ) 6شكل  (شود تدريج كاهش يافته و متوقف مي
 اتمام احتمال دارد در اثر مصرف مواد غذايي و در نتيجه

در نتيجه (تركيبات مورد نياز و يا در اثر افزايش مواد زايد 
. رشد متوقف شود) اعمال متابوليكي قارچ در محيط كشت

در يك محيط كشت، بعد از مدتي ممكن است وزن 
خشك ميسليوم قارچ شروع به كاهش نمايد و اين بدان 

هاي ريسه قارچ،  سبب است كه در اثر اتوليزه شدن رشته
نمايد و در نتيجه  ات آن شروع به خارج شدن ميمحتوي

 ,Jeffries, T. W., Choi [كند پيدا ميوزن ميسليوم كاهش 

S. 1981 و Radha, K. L., Regupathi, I., 2005.[ 
 

-------------- 
1- Lag Time 
2- Log Time 
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 پساب در محيط زيست توده هاي لاكاز، پراكسيداز و زايلاناز و  مقايسه تغييرات آنزيم: 6شكل

  MSB+MCTV ماده مغذي  وBio)( مواد مغذي بدوندر دو حالت فرآوري 
]6 =pHتوده    ، زيستmg/l 552 0 و دماC 35[ 

 
 بحث

Kumar ــاران ــساب  ) 1998( و همك ــه پ ــد ك دريافتن
 ولي به دليل    .است قند   يي مقادير زياد  حاوملاس نيشكر،   

تي قـارچ   زيس ، فعاليت تخريب   اين قندها  در دسترس نبودن  
P.chrysosporium       هـايي     منوط بـه افـزودن كربوهيـدرات

در عـلاوه     بـه . باشـد   مـي  w/v%(3(نظير گلـوكز و سـاكارز       
منـابع  در حـضور    صورت عدم وجـود منبـع كـربن حتـي           

هاي معدني، كارايي تخريـب ليگنـين كـم           نيتروژن و نمك  
علاوه بـر   ].Wu, J., Xiao, Y. & Yu, H., 2005[شود  مي

مواد ديگـري نظيـر منـابع نيتروژنـي،          و   ربنيوجود منبع ك  
 اكـسيژن   يمقـدار به  هاي معدني، مواد مغذي خاص،        نمك

 ,.Kanaly, R. A[  اسـت نيز نيازمناسب و وراتريل الكل، 

Hur, H., 2006[ .مواد معدني عاملي بـراي كـاهش   وجود 
 لازم بـراي رشـد       زيـرا بيـشتر انـرژي     . پساب است ليگنين  

هـــا از  ن انتقـــال الكتـــرونحـــي هـــا در ميكروارگانيـــسم
شود   تامين مي ها   آنهاي معدني     سوبستراهاي آلي به گيرنده   

]Meysami, P., 2001.[ 

ه نـشان داد ) Cullen )1998  و Kirkنتـايج تحقيقـات  
 كه پارامترهاي محيط كشت بر تخريب موثر ليگنـين         است

محيط كشت بايـد    . استتعيين كننده    بودن،    ساده با وجود 
، تيـامين، سوبـستراهاي رشـد و مقـدار          حاوي مواد معدني  

 زيرا ليگنين بـه تنهـايي باعـث         .محدودي از نيتروژن باشد   
سيستم ليگنوليتيكي قارچ   . شود  ها نمي   رشد ميكروارگانيسم 
P.chrysosporium         در غياب ليگنين و در صورت كمبـود 

نيتروژن در محـيط فعـال شـده و بـراي تخريـب ليگنـين،               
 .د نياز داردبه سوبستراي مكمل رش"الزاما

 براي نشان داد كه بهترين ماده غذايي        اين بررسي نتايج  
-MSBاز % 1 (V/V)فــرآوري پــساب شستــشوي باگــاس

MCTV ) ــتفاده از ــا اســ ــارچ   mg/l 552بــ ــوده قــ تــ
P.chrysosporium   ، 6 =pH    0 ، دمايC 35( در . باشـد   مي

هاي لاكاز، پراكسدازها و زايلاناز به        اين شرايط ميزان آنزيم   
  .خواهند بود U/l60 و 193، 78ب ترتي

در بررســي كــارايي تركيبــات مختلــف در فرآينــد     
متابوليكي قارچ، كمترين تاثير مربوط به تيمار بـدون مـاده           



287 2، شمارة 25علوم چوب و كاغذ ايران، جلد دوفصلنامة تحقيقات 

.  اســتMSB+MCTVو مــوثرترين آنهــا، ) Bio(غــذايي 
داراي حـداقل   MSB+M و MSB، MSB+Gهـاي   نمونـه 
ز اوليه  هاي معدني، قند گلوكز يا مالت بودند كه در فا           نمك

 MSB+MCTV وMSB+GCTVهــاي رشــد بــا نمونــه  
ي وجـود   ود ولي تـا حـد     .داشتند يكساني   "عملكرد تقريبا 

تـر از آن، افـزودن منـابع انـرژي و            منابع نيتروژنـي و مهـم     
هاي توليد آنـزيم، نظيـر تيـامين و وراتريـل             تحريك كننده 
هاي اخير، عامل كمكي براي تحريك ترشح         الكل در نمونه  

ها   گنوليتيك و در نتيجه تسريع تخريب آلاينده      هاي لي   آنزيم
 )2001( و همكـاران     Kunz. در فاز دوم رشد قارچ هستند     

ــاران  Asamudoو  ــه ) 2005(و همك ــد ك ــزودن معتقدن اف
وراتريل الكل نقش مهمي در القـاي توليـد آنـزيم ليگنـين             

اين الكل، محصول متابوليت ثانويـه قـارچ       . پراكسيداز دارد 
لوگيري از تغييـر ماهيـت آنـزيم، نقـش           ج از طريق بوده و   

خصوص در مورد   ه   ب .مهمي در چرخه كاتاليزوري آن دارد     
 باعث تسريع در رسيدن به اوج فعاليت        ،لاكاز و پراكسيداز  

 .شود آنزيمي مي
هـا    نتايج تاثير زمان تيمارها بر ميزان ترشح ايـن آنـزيم          

كه آنزيم حاصل از تيمار روز اول و روز دوم در             نشان داد   
دليل آن فاز اوليه رشد قارچ اسـت        . يك گروه قرار داشتند   

كه فعاليت آنزيمي قارچ در آن فاز در حداقل مقـدار خـود        
لاكاز  ( 9 و   3وضعيت ترشح آنزيم در روزهاي      . قرار دارد 
 مـشابه بـوده و روز سـوم، شـروع فـاز             "تقريبا) و زايلاناز 

ابراين بن ـ. باشـد   ثانويه و روز نهم به نوعي پايان اين فاز مي         
گيري و ديگري نقطه افول ترشح اين آنزيم          يكي نقطه اوج  

 نيـز در گـروه      7 و   5هاي روزهاي     است و در نهايت تيمار    
نكته حائز اهميت، انتقـال نقطـه اوج        . جداگانه قرار گرفتند  

ها از روز هفتم تيمـار بـه روز پـنجم، در              فعاليت اين آنزيم  
. باشــد صــورت اســتفاده از وراتريــل الكــل و تيــامين مــي

برخلاف لاكاز، سـير نزولـي ترشـح آنـزيم پراكـسيداز در             
 و همكـاران    Dosortetz. اواخر فاز ثانويـه، شـديد نيـست       

اوج فعاليت آنـزيم ليگنـين پراكـسيداز در محـيط           ) 1990(
 روز اعلام كردند، كه پس از آن با افت          6كشت مايع را در     
البته دليل اين افت مـشخص نـشده        . شود  شديد مواجه مي  

شـايد دليـل اصـلي بـراي غيرفعـال شـدن ليگنـين              . تاس
از آنجــا كــه . باشــد  درمحــيط  H2O2پراكــسيداز، وجــود

وراتريل الكل قادر به محافظـت از ليگنـين پراكـسيداز در            
هاي مسن، اين محافظت موثر       است، در كشت    H2O2برابر  

بنـابراين، دليـل   . شـود  واقع نشده و اين آنزيم غيرفعال مـي  
 H2O2توانـد     ن ليگنين پراكـسيداز، نمـي     اصلي غيرفعال شد  

 به رابطه مقطعي بين كاهش فعاليت ايـن         "زيرا اخيرا . باشد  
آنــزيم و افــزايش فعاليــت پروتئازهــاي بــرون ســلولي در 

 .اند رسيده)  روز11 تا 6(مراحل پاياني مرحله دوم رشد 
توان گفت كه منابع نيتـروژن        در مورد آنزيم زايلاناز مي    

 وراتريل الكل و تيامين نقـش كمتـري         هايي نظير   و محرك 
از آنجــا كــه تجزيــه ســلولز، . در القــاي ترشــح آن دارنــد

ساكاريدها، فرآيند اصلي متابوليسم اوليـه        سلولز و پلي    همي
دهنـد، بنـابراين ترشـح آنـزيم          ها را تـشكيل مـي       اين قارچ 

اوج . رسد قي به نظر ميطزايلاناز در فاز اوليه رشد قارچ من
يم روز سوم فرآوري است كه بعـد از آن از           فعاليت اين آنز  

دليل به حـداقل رسـيدن مقـدار         بهشدت فعاليت اين آنزيم     
 ، كاسته شده و بـه حـداقل رسـيده         زايلوز در محيط پساب   

 . است
تقارن زمـاني پايـان فـاز اوليـه رشـد قـارچ و شـروع                

 و همكــاران Radhaهـا مويــد نظـر    ترشـحات ايـن آنــزيم  
 2هاي برون سلولي      ح آنزيم است كه معتقدند ترش   ) 2005(

 تخريب ليگنـين    .افتد   روز پس از رشد قارچ اتفاق مي       3تا  
و بـا   بـوده    سـريع ) بعـد از فـاز اول رشـد       (در اوايل دوره    
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 تخريب ليگنـين بـا سـرعت كمتـري انجـام            ، زمان شتگذ
 دليل آن، اتوليز سلولي يا كـاهش ميـزان          " احتمالا .شود  مي

 بـين   اي نيـز     رابطـه  "راالبته اخي ـ . باشد  گلوكز در محيط مي   
ــت    ــزايش فعالي ــسيداز و اف ــين پراك ــت ليگن ــاهش فعالي ك
پروتئازهاي برون سـلولي در مراحـل پايـاني مرحلـه دوم             

  شده است پيدا)  روز11 تا 6(رشد 
]Dahiya, J., Singh, 2001 و Wu, J., Xiao, Y. & 

Yu, H., 2005.[ 
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Abstract  

In the course of enhanced bioremediation, addition of nutrients such as carbon, nitrogen, 
phosphorous, substrates, electron acceptors as well as vitamins (Thiamin, etc) and veratryl 
alcohol, increased metabolic activities will influence the production of enzymes and enhances 
the deterioration of pollutants. In this study, the effect of 1% (V/V) of nutrients containing 
various mineral salts, carbon (glucose and malt), nitrogen (casein peptone yeast extract) and 
some enzyme inducer such as veratryl alcohol and thiamin hydrochloride on production of 
laccase, peroxidase and xylanase enzymes by Phanerochaete chrysosporium in bagasse 
preparation effluent was investigated. The results showed that MSB+MCTV is the most 
effective additive which causes the highest lignolitic activity of  this fungus after 5 to 7 days in 
the case of laccase and peroxidase and 3 days for xylanase, and maximizes the production of the 
enzymes. The production of these enzymes is measured at 78, 193 and 60 U/l respectively. 
However, in conditions no additive, the relevant values are 26, 54 and 16 U/l respectively. The 
relation between different stages of fungus growth and enzyme production as well as changes in 
lignin and carbohydrate of effluent after the period of nine days is also investigated. 

 
 

Keywords: nutrients, laccase, peroxidase, xylanase, phanerochaete chrysosporium, bagasse 
preparation effluent 

 


