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 چكيده
 چوب اروپـا    صنايعدر اين تحقيق تاثيرآنزيم فنول اكسيداز بر روي ليگنين موجود در ديواره گياهان صنعتي مورد استفاده در                  

ي نـوعي كـاج    ازفيبرهـا . عنـوان چسـب بيولوژيـك مـورد بررسـي قـرار گرفتـه اسـت                 بـرداري از آن بـه       و امكان استفاده و بهـره     
انكوباسـيون فيبرهـا بـا لاكـاز     .  در دو فرايند خشك و تر مـورد اسـتفاده قرارگرفـت   MDFبراي توليد) Pinus sylvestris(جنگلي

، در فرايند تر در محلول سوسپانسيون صورت گرفت و در فرايند خشـك آنـزيم بـر روي                   versicolor Trametesصنعتي از قارچ    
سازي خواص فيزيكـي      كاررفته تأثير اساسي بر روي بهينه       آنزيم لاكاز بدون مدياتور و با مدياتور به       هر دو نوع    . ها اسپري شد    فيبر

 و در ml/ U100شرايط، شامل غلظـت آنزيمـي   .  توليد شده داشت و همه آنها حداقل استاندارد را كسب كردند MDFو مكانيكي
 دقيقـه و اسـيديته   10-15زمـان مناسـب انكواسـيون    % 98يد اس  هيدروكسي بنزوئيك  -4 مدياتور mM 10طي انكوباسيون آنزيم و     

6/5) 6/5=PH(         هـاي    رود بررسـي از عكـس       شـمار مـي     هـايي بـا دانسـيته متوسـط بـه           ، شرايطي كاملاً مناسب بـراي توليـد تختـه
هـاي    تر راديكال ميكروسكوپي الكتروني حاكي از توليد پليمرهاي فنوليك حاصل از تأثير آنزيم لاكاز بر روي ليگنين و توليد زياد                 

 . آزاد در آن، توسط مدياتور است
 
 . MDFخصوصيات فيزيكي ومكانيكيپليمرهاي فنوليك،  آنزيم فنول اكسيداز، چسب بيولوژيك، :هاي كليدي واژه

  
 مقدمه

ظهور اولين گياهان خشـكي روي زمـين در اواسـط دوره            
.  ميليون سـال پـيش بـوده اسـت         480 و   360پالئوزوئيك بين   

ها بـا تكامـل سيسـتم        ها و جاگرفتن بر روي خشكي     ترك دريا 

ــال ــده انتق ــراي جابجــا  دهن ــان ب ــذائي يگياه ــواد غ ي آب و م
وسيله آوندها و ديواره سـلول       هاين سيستم ب  . پذير گرديد  امكان

چوبي گياهان كه به خوبي قادر به انتقال وايجاد شكل مسـتقيم         
 ايـن سيسـتم    .پذير شـده اسـت     ، امكان نددر گياهان چوبي شد   
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 راسـت و مسـتقيم در گياهـان و در نتيجـه             سـاقه سبب ايجاد   
چوب يك ماده آلي اسـت كـه        . پيدايش درختان چوبي گرديد   

هـا و    ها و گياهان چوبي شامل درخت      به عنوان ماده اوليه ساقه    
 اين (Bowyer et.al, 2003).شناخته شده است... ها و درختچه

سـلولز،    مـي  از سـلولز، ه    هـا  ها و جنس   ماده آلي در همه گونه    
و در يـك   ليگنين، مـواد معـدني و اسـتخراجي تشـكيل شـده     

بـه طـور طبيعـي همـه ايـن          . انـد   ساختمان سلولي فرم گرفتـه    
پليمرها مسـئول خـواص عمـده مكـانيكي و فيزيكـي چـوب              

ليگنين سومين تركيب . Rowell, 1988; Saka, 2001)(هستند 
ولز و بعداز سـل  ) Reale et al., 2004(فراوان در چوب است 

ــراوان ــاهي   ف ــوده گي ــرين تركيــب از زيســت ت ــرين و مهمت ت
حدود سيصد ميليـارد تـن از ايـن مـاده در            . شود  محسوب مي 

بيوسفر روي كره زمين وجـود دارد كـه در ايـن ميـان بيسـت                
 ). Glasser & Kelly, 1987(شـود   سازي مي ميليارد تن دوباره

 ,.Reale et al(مانده  ناپذير باقي توصيف اين ماده تا به امروز، 

زيرا امكان دست نخورده ماندن آن در طـي اسـتخراج           ) 2004
مقـدور   هاي ناكـافي فيزيكـي و شـيميايي    طبيعي، بدليل روش

انـد كـه ايـن تركيـب يـك       اگر چه همه محققين موافق . نيست
اسـت كـه اكثـرا از       ) نظـم   شكل و بي    بي(ماكرومولكول آمورف 

اتـر و   واحدهاي فنيل پروپـان درسـت شـده اسـت و توسـط              
 كربن پيوند يافته است–باندهاي كربن

 Mohan, 2006; Sjöström, 1993) (Reale, et al., 
 ميليـون   50در صنعت چوب در سراسر دنيا، بيش از         . ;2004

عنوان مواد زايد در توليد خمير        طور سالانه به    تن از ليگنين به   
آيد و فقط از حداكثر ده درصد آن بـه طـور              كاغذ بوجود مي  

ستفاده شده و بقيه آن به منظور توليد انرژي حرارتي          صنعتي ا 
 شود سوزانده مي

Gosselink et al., 2004) et al., 1991; Kharazipour (. 
 به صورت نيمه صنعتي     1960ليگنين براي اولين بار در سال       

سـازي مـورد      عنـوان چسـب در صـنعت چـوب و نئوپـان             به
 استفاده قرار گرفت

Pedersen & Rasmussen, 1966; Roffael & Rauch, 
چوب ازسه ماده اصلي ليگنين،  همان طور كه اشاره شد، ).(1971
سلولز و سلولز ساخته شده است و ايـن پليمـر نـه تنهـا در                  همي

هاي مختلف ديـواره      ديواره سلولي توزيع شده است بلكه در لايه       
هاي متفاوت وجود دارد و لاكـاز   سلولي آنهم در مقادير و تركيب     

مر   هاي مهم و مؤثر بر تخريب پلي        عنوان يكي از آنزيم     ز به از ديربا 
 .ليگنين در سلول گياهي شناخته شده است

فكر اوليه فن استفاده از لاكاز، از توليد لاكور برگرفته شـده            
. كه بسيار باستاني بـوده و تاريخچـه چنـدين هـزار سـاله دارد              

خصوص درآسياي جنوب شرقي عمدتاً در ژاپـن ايـن مـاده              به
رفتـه    شتردر مصارف خانگي و جهت دكوراسـيون بكـار مـي          بي

هاي بيوتكنولوژيكي است     ترين فن   است اين فن يكي از قديمي     
از ). ,.Kharazipour et al 1997(كه تاكنون شناخته شده است 

طرفي اولين بيوتكنولوژي است كه براي ساختن توليدات غيـر          
زگيـاه  خوراكي آنهـم در دو هـزار سـال قبـل از توليـد كاغـذ ا                

 در مصر باستان،    )هاي بيوتكنولوژي   از ديگر محصول  (پاپيروس  
). Hüttermann et al., 1995(مورد اسـتفاده قرارگرفتـه اسـت    

لاك يك كمپلكس ليگنوسلولزي است كه در ديواره سلولي بـا           
 –تركيب كربوهيدرات و فنول با استفاده از يـك آنـزيم فنـول              

) Watt & Ford, 1991(آيـد   بدسـت مـي  ) Lacasse(اكسـيداز  
ها اين ماده تراوش يافته به بيرون از پوسـته را از درخـت                چيني

تنه اين درخت . آورند بدست مي) Rhus vernicifluum(لاكور 
ماده مترشحه از . كند را جراحت داده و شيره به بيرون ترشح مي   
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 Urushiol(  ،5/6( درصد اروشـيول     65 تا   60تنه اين گياه شامل   
 تا  20 درصد آنزيم لاكاز و      1 تا   1/0يدرات،   درصد كربوه  10تا  
اروشـيول از   ). ,Kumanotani 1998(باشـد      درصد آب مـي    30

فنولي است كـه در گياهـان تـاكنون           هايي پلي   ترين تركيب   سمي
شناخته شده است، و يك مخلوط عـالي بـراي گياهـان جهـت        

در حضـور اكسـيژن     . هاسـت   هاو پاتوژن   مقابله با حشرات، قاچ   
آوري شـده صـاف شـده و روي يـك             مترشحه جمع هوا، ماده   

فرآينـد  ). ,Du 1988(شـود     سطح چوبي يا پارچه پاشـيده مـي       
خشك كردن و اكسيداسيون در حضوراكسيژن هـوا و رطوبـت    

وسيله دو عامـل بـالا اكسـيده          اروشيول به . گيرد  بالا صورت مي  
هاي فنوليك با لاكاز و بانـدهاي غيـر اشـباع در       بخش: گردد  مي

 1988(شـود     نجيره مستقيماً با اكسيژن هوا اكسيده مـي       انتهاي ز 
Kumanotani,)( 2 و 1عكس .( 

 

         
 

   Rhus شيره تراوش شده از تنه درخت -2 استفاده از لاكور در صنايع دستي   شكل -1شكل 
                                                             vernicifluum 

 
كه اين نوعي پليمرشدن ليگنين در محيط داخـل موجـود    

هاي ردوكس بر روي ليگنين سبب        آنزيم. است) گياهان(زنده
هـاي فعـال و در نتيجـه ايجـاد بانـدهاي طبيعـي                ايجاد گروه 

هاي فنـول اكسـيداتيوهاي       آنزيم. گردد  چسبنده در ليگنين مي   
كردن ليگنين چوب مـورد آزمـايش قـرار           اي فعال مختلف بر 

هـا از     لاكازهـاي مختلـف، تيروزينـاز     : من جمله . گرفته است 
 rusticana(خــردل  هــاي مختلــف، پراكســيداز گيــاه قــارچ

Armoracia (لاكــاز و پراكســيدازها هــردو ســبب  .وتــرب
در انكوباسـيون بـا     (شـوند     هاي فنوكسي مي    تشكيل راديكال 

 Trametes  استفاده در اين تحقيق قارچ لاكاز مورد.)ليگنين

versicolor)  توانـد بـا      بوده است كـه مـي     ) كمان  قارچ رنگين
 ليگنين در مرحله فيبر واكنش انجام دهد

)1997 Kharazipour et al., Grönquist et al., 2003; 

Kharazipour &Hüttermann,1998; .( رنگـين كمـان    قـارچ
هـا بـه طـور     د اين قارچ باش  هاي پوسيدگي سفيد مي     جزو قارچ 
 ) اكسـيدكربن  تبـديل بـه دي  ( اي قادر به معدني كردن گسترده

ها تركيبهـاي متنـوعي       اين قارچ . وتخريب پليمر ليگنين هستند   
ــزيم ــلولي    از آن ــاي خــارج س ليگنــين ) extra cellular(ه
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كند كه نقش  پراكسيداز منگنز و لاكاز را توليد مي/پراكسيداز
ــ ــد مهمــي را در تخريــب ليگن  & Rehm 1994(ين دارن

Präve,.(   به مواردي چون زيـر      زور يك كاتالي  استفاده از  در 
آنزيم بايستي قابل توليد در يـك مـاده         ) 1: بايد توجه شود  

بعد از توليد قابل     )2 .بستركشت ارزان در مقياس بالا باشد     
نگهداري باشد بدون اينكه از ميزان خـواص و فعاليـت آن            

ابـل اسـتفاده در فـرم خـام بـدون           بايستي ق ) 3 .كاسته شود 
داراي قابليــت ثبــات و ) 4. هزينــه باشــدپرســازي  خــالص

پايداري قابل قبول در دمـاي اتـاق بـوده تـا جهـت كـار و                 
هاي چوب مناسب    هاي ساخت فرآورده   بررسي در كارخانه  

مهمترين اينكه آنزيم بايد قابليت تحمل دماي بالا         )5 .باشد
را در زمان گرم كردن با مواد  دتا بتواند فعاليت خو داشته را

 .فيبري حفظ كند
خصوص لاكـاز نسـبت بـه پراكسـيداز         ه  در اين مورد ب   

لاكاز براي اكسيداسيون بـه اكسـيژن       . داراي ارجحيت است  
دمـاي بهينـه   .  H202نياز دارد در حـالي كـه پراكسـيداز بـه    

 Yang( درجه است 30-45واكنش براي پراكسيدازها بين 

et al., 2005 .( 60 اين محدوده براي لاكاز صورتي كهدر- 
و قادر به توليد در مقـادير زيـاد         .  درجه سلسيوس است   50

 بـا   در مجـاورت هـوا  توانـد  لاكاز در حالت خام مي .است
 & Kharazipour  ليگنيني واكنش دادههاي ليگنين و تركيب

Hüttermann, 1993) (  توانـد    و مـي اسـت و بسيار پايـدار
 ).Baldrian, 2006( ه شودبراي مدت طولاني ذخير

هـاي    هاي زيادي بـراي جـايگزيني چسـب         اخيراً تلاش 
بخصوص در ) زيستي(هاي بيولوژيك  صنعتي توسط چسب

 چوب و فيبر گرديده است  خرده صنايع توليد تخته

 ,Pizzi, Kharazipour & Euring 2000و  (2006 

2010; 2010;  Nikvash et al, .(   در اين تحقيق علاوه بـر
واسـطه  (بال كـردن هـدف فـوق بـه تـأثير يـك مـدياتور              دن

هاي فعال و بهبود اتصـال بـين          جهت توليد گروه  ) شيميايي
هاي عرضي پرداخته شده و اين هر دو براي   فيبرها و اتصال  

فيبر متناسب بـا محـيط زيسـت و كمترمتصـاعد             توليد تخته 
 . آلدئيد است كننده فرم

 
 مواد و روشها

هـاي    از آنزيم در تهيه چسـب     هاي مورد استفاده      تكنيك
 بيولوژيك

عنــوان چســب از دو روش  بــراي اســتفاده از آنــزيم بــه
 :شود استفاده مي

): one compound method(روش يـك تركيبـي    -1
در اين روش ، تنها تركيـب اضـافه شـده بـه فيبـر، آنـزيم                 

ليگنين داخل ساختمان چوب در اثر آنزيم، فعـال         . باشد  مي
 شود نوكسي ميشده وتبديل به راديكال ف

)Widsten et al. 2003, 2004; Kharazipour & 

Hüttermann, 1993( .    در اين تحقيق از متـد يـك تركيبـي
مـر ليگنـين موجـود در اليـاف در             تخريب پلي  .استفاده شد 

هـاي    مجاورت هوا و بوسيله آنـزيم سـبب توليـد راديكـال           
هـا در مرحلـه       گردد كه اين فنوكسـي راديكـال        فنوكسي مي 

در اثـر حـرارت پـرس، مجـددا اليـاف را بـا پيونـد                بعدي  
 .شيميايي بهم مي چسباند

): compound method two(روش دو تركيبـــي  -2
ليگنين همراه با آنزيم سبب  ايجاد يك تركيب دو واحـدي            

ليگنين مـورد اسـتفاده از كارخانـه        . عنوان چسب ميگردد    به
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عنـوان مـازاد در مرحلـه         شود و به    هاي كاغذسازي تهيه مي   
شـود كـه بـه ليگنـين صـنعتي            زدايي اسـتخراج مـي      ليگنين

 .معروف است) سولفيت و يا سولفات ليگنين(
 Trametes(كمان   از كشت قارچ رنگينبراي تهيه آنزيم

versicolor (  در محــيط كشــتL1ــه .  اســتفاده شــد نمون
 )T.versicolor) L: Fr. , LIoyd   اســتاندارد تجــاري

 .رد استفاده قرار گرفتنگهداري شده در آگار مالت مو
 

 روشها
از نمونه تجاري فـوق الـذكر، يـك پـانچ برداشـته ودر              

ايـن  .   قـرار داده شـدند      L1بشرهاي حاوي محـيط كشـت       
 درجـه سلسـيوس در      25 روز در دمـاي      7بشرها به مـدت     

محيط كشت شامل مـواد نشـان       . اتاق رشد نگهداري شدند   
  . است1داده شده در جدول 

 
 L1 دهنده محيط كشت اد تشكيل مقدار و مو-1جدول 

   محيط كشتL1 آگار-

 g 15 آگار

 g 10 گلوكز

L 5/2                    آسپاراژين -  g 

5/0 فسفات دي هيدروژن پتاسيم   g 

5/0 ،سولفات منيزيم،7آب  g 

D2 15/0- فنيل آلانين  g 

5/0 مخمر  g 

                       L1 10   محلول مقاديركم فلزات ml 

  ميلي ليتر آب به حجم ميرسند1000همه تركيبات در 

 

از )  سـانتيمتر  1به قطـر    (براي تهيه مايع تلقيح، پنج ديسك       
هاي رشد يافته از بشرها جدا شـده و در ارلـن              هاي ميسليوم   لبه

كـه هـر كـدام      )  عـدد  10در مجموع   (ليتري   ميلي 500مايرهاي  
بـراي  . ده شـد  ليترمحيط كشت اسـت، قـرار دا         ميلي 200شامل  

ــوراكس   ــتگاه اولترات ــردن از دس ــوژنيزه ك  ,Typ 18/10(هم

Fa.Janke & Kunde ( دور در دقيقه بـه مـدت   1500با قدرت 
 سپس مستقيماً از ارلـن هـا بـه فرمـانتور    .  ثانيه استفاده شد60

 ليتر محيط كشت    30كه شامل   ) 3 تصوير شماره    -بيوراكتورها(
رايط اسـتريل، انتقـال    و حاوي اكسيژن در ش6/5 مساوي  pHبا  

 درجه سانتيگراد 25 روز و دماي آن 5مدت انكوباسيون . گرديد
ــود ــك . ب ــراي تحري ــارچ از ) stimulation(ب  -5 -2ترشــح ق

 بـه   DIMetylalanin Dime-5-2 اكسيليدين با فرمول شيميايي
عاليت آنزيم بوسيله مونيتورينگ    ف.  استفاده شد  4mM 10-مقدار  

 اتيـل   -3 - ازينـوبيس  -2,2ونيـوم از    اكسيداسيون نمـك دي آم    
 ABTS) (Matsumura( سولفونيك اسـيد  -6 -بنزوسيازولين 

et al., 1986 (فعاليـــت لاكـــاز در حـــدود . تعيـــين شـــد
)ABTS(2200 ml U/بود .  

 
 بـه  MDF مراحل بعدي در اين تحقيق شامل ساخت 

 :باشد شرح زير مي
 با ليگنين فعـال شـده توسـط آنـزيم           MDFساخت   -
 لاكاز
 با ليگنين فعـال شـده توسـط آنـزيم           MDFاخت  س -

 لاكاز بعلاوه مدياتوريا واسطه هاي شيميايي
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 فرمانتور جهت تهيه لاكاز از قارچ پوسيدگي -3شكل 
 سفيد در دپارتمان بيوتكنولوزي مولكولي چوب 

 دانشگاه گوتينگن
 

 Pinus(در اين مرحله از خرده چوب يـك گونـه كـاج    

silvestris (  بـراي تهيـه    . ياف استفاده شده است   جهت تهيه ال
 TMP) Termo-mecanicalفيبـر از خـرده چـوب از روش    

Pulp ( درجه سانتيگراد وفشار180در دماي  bar8-6 استفاده 
هاي مورد نظر توسـط       شد به اين طريق كه ابتدا خرده چوب       

و پس از تخليه با اسـتفاده   بخارزني شد يك دستگاه بخارزن،
 1450متـر و دور موتـور     سـانتي 25 از يك پالايشگر با قطـر     

ــه اليــاف  3دور در دقيقــه طــي  ــالايش و تبــديل ب ــه، پ  مرتب
 درصـد   6الياف مورد نظرتـا رسـيدن بـه رطوبـت           . گرديدند

 الياف با لاكاز در حضور اكسيژن با سيسـتم          .خشك گرديدند 
ــار اول بــدون : اجــزاي يــك تركيبــي فــرآوري گرديــد  در ب

و در بـار دوم  ) ساعت 2ني زمان انكوباسيون طولا(مدياتوربا

در دو پروسه   )  دقيقه 15 الي   10مدت انكوباسيون   (با مدياتور 
 بـراي مخلـوط     .خشك و تر فيبرها كاملاً مخلـوط گرديدنـد        

هيدروكسي بنزوئيك اسيد با درصد خلوص      -4كردن مدياتور 
.  گرم در يك ليتر آب تهيـه گرديـد         5محلولي با درصد    % 98

ر لاكاز همراه و بدون مدياتور      در اين بررسي از هر كدام تيما      
 تيمار حاصل و بـراي هـر   4در دو پروسه خشك و تر جمعاً       

بعـداز آبگيـري شـدن ايـن        .  تكرار در نظر گرفته شد     3تيمار  
. ها، كيك الياف تشكيل شده و وارد مرحله پرس شـدند            تخته

در اين مرحله با استفاده از پرس گرم اقدام به فشـردن كيـك       
درجـه سلسـيوس    200 يبرها در دمايالياف و ساخت تخته ف

 دقيقه محاسبه شده بود و در مجموع        5/2مدت پرس   . گرديد
 شـرايط  1جـدول  .  تخته در مقياس تكنيكي ساخته شدند      12

نشـان   راهـا از فيبرهـاي تحـت تيمـار آنزيمـي       ساخت تخته
  .دهد مي

هـاي   بعد از پايـان مرحلـه پـرس، بـراي تعيـين ويژگـي             
 N- 622- 5ا مطـابق اسـتاندارد   ه ـ فيزيكي و مكانيكي تختـه 

ــه2006 ــاي   نمونـــ ــد آهـــ ــه گرديـــ ــوني تهيـــ  .زمـــ
 و  )IB(يچسـبندگي داخل ـ   ، مقاومت )MOR(خمشي مقاومت

وري   سـاعت غوطـه    24 و   2 بعداز   )TS(واكشيدگي ضخامت 
 .هاي ساخته شده تعيين گرديد در آب تخته

 مكـانيكي و فيزيكـي بـر روي    هـاي   بعد از انجام آزمايش   
ه، نتـايج حاصـله در قالـب طـرح كامـل            هاي تهيه شـد    نمونه

تصادفي آزمون فاكتوريل و با استفاده از آزمون دانكـن و بـه             
كمك تكنيك تجزيه واريانس مـورد تجزيـه و تحليـل قـرار             

 . گرفت
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 )Trametes versicolor(دار با لاكاز قارچ  بعد از تيمار آنزيمي در محلول آب  فيبرهاي كاج  ازMDF شرايط ساخت -1جدول 
        1U=µ mol / min                                                * 

گونه مورد استفاده  مقدار چسب
براي تهيه الياف 

)%( 

 زمان پرس
(min/mm.) 

 فشار
)Pa( 

 دانسيته
(g/cm3) 

 ضخامت
 )ميليمتر(

 دماي پرس
)C°( 

 مدت انكوباسيون
(min) لاكاز 

U/ml 
 مدياتور

mM 
 نوع چسب

20 8 80/0 8 200 120 100 
 لاكازبدون مدياتور 

 كاج% 100
 لاكاز با مدياتور 10 100 15-10 200 8 80/0 8 20
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 هاي ميكروسكوپي مطالعه
ثير آنزيم لاكـاز بـر      أ ت ،ميكروسكوپ الكتروني استفاده از   با  

 ازروي فيبرها قبل و بعـداز مخلـوط شـدن بـا آنـزيم لاك ـ              
v. Trametes      جهـت بررسـي    .  مورد بررسي قـرار گرفـت

از فيبرهـا بـه      ميكروتـوم    آناتوميكي اقـدام بـه تهيـه بـرش        
ها، با ميكروسـكوپ    بعداز تهيه برش.صورت طولي گرديد 

 . انجام گرفتSEMالكتروني 
 

 بحث 
 g/U 100 در مقياس تكنيكي در غلظت       MDFساخت  

يكـي ايـن    خـواص تكن  با فرايند خشك و تر انجام شـد و          
 ميليمتر ساخته شده از فيبرهاي تيمار       8ها با ضخامت      تخته

عـلاوه     بـا لاكـاز و لاكـاز بـه         6/5اسيديته مساوي   شده در   
در .  هيدروكسي بنزوئيـك اسـيد بررسـي شـد         -4مدياتور  

 200 دقيقـه و در دمـاي      5/2ها به مدت      تيمار آنزيمي تخته  
خواص فيزيكـي و شـيميايي      . سلسيوس پرس شدند    درجه

  . آزمايش شدند-EN 622 -5) 2006(راساس ب

ها با ميكروسكوب الكتروني نشـان داد كـه           بررسي فيبر 
ــالاي    ــرارت ب ــا در ح ــاف رفاينره ــازي الي مراحــل جداس

سبب ايجاد يك سـطح تغييريافتـه بـر     )C˚ 180(پالايشگر 
تصوير ليگنين موجود روي فيبر چوبي      . روي فيبرها گرديد  

 بـا  4ر گرما و فشار در شـكل     قبل از قرار گرفتن تحت تأثي     
گرما سبب  . ميكروسكوپ الكتروني نمايش داده شده است     

پلاستيفيكاســيون ليگنــين موجــود در لايــه ميــاني ديــواره 
سلولي شده در نتيجه ايـن مـاده از روي فيبرهـا در زمـان               

بعد از خشك شدن وقتـي   . شد  مراحل دفيبره شدن جدا مي    
د بتـدريج نـزول      درجـه سـانتيگرا    40 درجه به    180دما از   

در صـورت توقـف     (يابد، ليگنين دوباره سـخت شـده          مي
بر ) صيقلي(اي    و يك قشر سخت و شكننده شيشه      ) پروسه

علاوه بر اين گرما همراه     . نمايد  روي سطح فيبرها ايجاد مي    
گـردد    با فشار سبب يك تغيير شـيميايي روي ليگنـين مـي           

اي   سـلولز تغييـرات مشـابه       همان طور كـه بـر روي همـي        
 ).  ,.1999sun et al(گردد  مشاهده مي

 
 

 
 

 عكس ميكروسكوپ الكتروني از لايه ليگنين موجود روي فيبر چوبي قبل از قرار گرفتن  - 4شكل 
 ثير گرما و فشارأتحت ت
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هاي   هاي هيدروليتيكي، باندهاي اتر و شكافنده       شكافنده
هموليتيكي باندهاي كوئووالانسي را تجزيه كـرده و توليـد          

هـاي سـبكتر و قطعـات كـوچكتر از            هايي بـا وزن     كولمول
هاي داخل سـلول بـه        ليگنين و نيز جابجايي ليگنين از لايه      

ايـن ليگنـين جـدا شـده از سـطح           . شـوند   سطح فيبرها مي  
فيبرهاي ايزوله شده، امكان و شرايط مناسب براي فعاليـت          

اسـتفاده از   . آورد  هاي دخيل در واكنش را فراهم مـي         آنزيم

 ردوكس، بوسيله تشـكيل گروهـاي فعـال، قشـر           آنزيمهاي
توانـد سـبب افـزايش قـدرت          ليگنين را تغييـر داده و مـي       

طـور    بـه .  )6شكل  (چسب طبيعي ليگنين شود     ) نيروهاي(
ــا و پراكســيدازهاي    ــه لاكازه مشــابه، نشــان داده شــده ك

توانند ليگنـين را فعـال كـرده و باعـث ايجـاد               مختلف، مي 
 Kharazipour, 1994(شوند هاي فنوكسي در آن  راديكال

& 1997.( 
   

 
  زدودن كامل آنزيماتيكي ليگنين از سطح چوب بعداز انكوباسيون دراز مدت-5شكل

 

 
 هاي داخل سلول به سطح فيبرها بعداز انكوباسيون كوتاه مدت  پلاستيفيكاسيون و جابجايي ليگنين از لايه-6شكل 
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ه بـا لاكـاز     معاينه و بررسـي دقيـق از فيبرهـاي تيمارشـد          
هـا يـا      بوسيله ميكروسـكوپ الكترونـي نشـان داد كـه كبـره           

قشرهاي ليگنين بر روي سطح فيبرها نرم و شل شده بعـد از             
شـكل  (شود    چند ساعت انكوباسيون به طور كامل زدوده مي       

مدت تنها سـبب پلاستيفيكاسـيون،        ولي انكوباسيون كوتاه  ) 5
منـابع اشـاره   در ). 6شكل (گردد  نرم شدن و جابجايي آن مي     

شده كه لاكازها و پراكسيدازها وقتي بـا ليگنـين انكوباسـيون            
 شـوند  شوند هردو سبب ايجاد راديكالهاي فنوكسـي مـي   مي

)2005 Kharazipour, 1998 .(  و نيز گزارش شده كه تيمـار
آنزيمي فيبرهاي چوبي سبب ايجاد راديكالهـاي فنوكسـي در          

 ).Euring et al., 2011ٍ(شوند  بستر ليگنين مي
هاي چـوبي هـدف زدودن كامـل          براي توليد كمپوزيت  

، بلكـه  )5شـكل ( آنزيماتيكي ليگنين از سطح چوب نيست
بدست آوردن حداكثر درجه نرم و شل شدن ليگنين سطح          

 ).6شكل (فيبرها و بدست آوردن ليگنين دپليمره است 
ها نشان داده، تيمار فيبرهاي چوبي در يك بـافر            بررسي

 سبب آزادسـازي  Trametes versicolorاز با لاكاز صنعتي 
تدريجي مقادير بـالاي اكسـيدازها از قطعـات ليگنـين بـه             

ــي  ــول مــ ــيط محلــ ــود محــ   Kharazipour( شــ

et al,1997,1998b .( 6/5در اين آزمايش از=pH  اسـتفاده 
شــد، زيــرا در ايــن اســيديته، قطعــات ليگنــين داراي وزن 

هاي اسيدي  pHنسبت به)  كيلو دالتون2(مولكولي كمتري 
، وزن مولكولي بيشـتر،     5/4در اسيديته مساوي    (تر داشتند   

 & Kharazipour( باشد مي) kDa(   كيلودالتون6/3حدود 

Hütermann 1993, Grönqvist, et al,2005.( 

سرعت جدا شدن و آزادسازي ليگنين از سطح فيبرهـا          
بستگي به ميزان فعاليت آنزيمي در محلول دارد، تـا اجـازه     

-auto(» خـود چسـب  «تـرين فعاليـت از نيروهـاي     دهد به 

adhession (  به اين منظـور از     . گيرد  ها شكل   در توليد تخته
سيستم اجزا يك تركيبي براي واكنش صحيح و بهينه سطح      
فيبرهاي چوبي با ليگنين موجود در چوب طبيعـي و رهـا            

عنـوان كاتـاليزور      شده بوسيله فعاليت پراكسيداز و لاكاز به      
هـاي سـاخته شـده،        در تختـه  . شـود   تفاده مي بيولوژيك اس 

فيبرها در تماس خيلي نزديك شبيه تماس فيبرها در بافت          
تصـاوير ميكروسـكوپ الكترونـي    ) 7شـكل ( طبيعي بودند

دهد كه قشـر نـازك و         فيبرهاي باند شده با آنزيم نشان مي      
متداومي از ليگنين در عرض فيبرها تشكيل شده است كـه           

 ليگنين در طي پـرس و ايجـاد         دهنده ذوب شدن    اين نشان 
اي روي سطح فيبرهـا در حـين خشـك            غشا نازك پيوسته  

بســته شــدن ). Kharazipour et al.,1998(شــدن اســت 
. تـر بـود   مجدد ليگنين در پروسه خشك محكمتر از پروسه    

هـاي سـاخته شـده از         شـود تختـه     در حالي كـه ديـده مـي       
فقـط داراي   ) هاي پتروكميكال   چسب(هاي معمولي     چسب

ايـن   .انهم در بعضي نقاط است) مقطعي(اي  تصالات نقطها
توان استنتاج كرد كه تيمار آنزيمـي         مطالعه به طور قطع مي    

تواند خصوصيات سطحي فيبرها را تغيير دهـد هرچنـد            مي
هـاي حساسـي      كه اين تغييرات حتي با استفاده از تكنيـك        

ــد  FTIR (Fourier Transform Infraredماننــ

Spectroscopy)   براي تشخيص تغييرات انفرادي در توده
 .Müller et al(مواد ليگنوسلولزي، به آساني مقدور نيست 

2009.( 
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 با لاكاز   از فايبر بردهاي توليد شده از چوب كاج )SEM( تصوير ميكروسكوپ الكتروني -7شكل 
 )Trametes Versicolor(قارچ رنگين كمان 

 
اي توليـد شـده لاكـاز بـه         از آنجائي كه مقدار راديكاله    

گـذارد يـك      ها تأثير مـي     وضوح بر روي خصوصيات تخته    
توليد "كردن شرايط، )بهينه (راهبرد مشخص براي اپتيمايز 

بـراي ايـن   ). (Euring et al., 2011باشـد    مـي "راديكـال 
اي باشـد كـه سـبب         منظور بايد زمان انكوباسيون به اندازه     
ولاني باشـد كـه بـه       فعاليت ليگنين شده ولي نبايد خيلي ط      

حضور كافي تركيبات ليگنين بر روي سطوح فيبـر خللـي           
 ديـده شـده نبايـد ليگنـين         5چنانچه در شـكل     (وارد شود   

بهينـه    pHو اسـتفاده از  ). كاملاً از روي فيبر زدوده شـود 
 توليـد   "براي فعاليت بالاي آنزيم و بهينـه كـردن شـرايط،          

. ز مدياتورهاست راهبرد ديگر استفاده ا   . راديكال لازم است  
پليمريزه كردن راديكالي ليگنين و خارج كـردن از حالـت            

هاي اكسيداتيو يك راه آلترنـاتيو بـراي         طبيعي بوسيله آنزيم  
ــالي  ــد انتقـ ــت) cross linking(پيونـ ــتفاده از . اسـ اسـ

 هيدروكسـي بنزوئيـك     -4) هاي شـيميايي    واسطه(مدياتور

هــاي اســيد در ايــن بررســي نشــان داد كــه تعــداد راديكال
ــان    ــزايش امك ــدياتور ســبب اف ــن م ــيله اي فنوكســي بوس
ــال    ــاي فع ــاي گروهه ــين مولكوله ــيميايي ب ــدهاي ش پيون

شـكل  (مولكول فنوكسي در قطعات ليگنين و فيبر گرديده         
و زمان لازم براي انكوباسيون را حدود ده برابـر كوتـاه            ) 8

 يكـي از معايـب لاكـاز    .)Euring et al., 2011(نمايـد   مي
به همين دليل به يك گـروه       . ايين آن است  قدرت ردكس پ  

فنوليك آزاد در حلقه آروماتيك ليگنين براي اكسيداسـيون         
هـا    به طور معمول، در ليگنين، از ايجاد اين محل        . نياز دارد 

هـاي    زيرا در ليگنين طبيعي بيشتر گروه     . شود  جلوگيري مي 
شـوند    هاي سنتز ليگنين اشغال مي      فنوليك، در زمان واكنش   

)Leonowicz et al., 2001 Rochefort et al.,2004; .(  بـه
همين دليل اضافه كردن مدياتورها يـا تركيبهـاي ردوكـس           

هاي غيرفنوليـك     سازد به اتصال    مولكولي، لاكاز را قادر مي    
  .ليگنين حمله نموده و واكنش را تشديد و سرعت ببخشد
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 ر لاكاز با مدياتورساخته شده بعد از تيما  MDF عكس الكتروني از -8شكل 
 

 سـاخته   MDFهـاي   خواص فيزيكي و مكـانيكي تختـه      
  "هــاي لاكــاز و واســطه شــيميايي بــا تختــه"لاكــاز"شــده 

 نشـان داده  11 تا 9هاي  شكل هيدروكسي بنزوئيك اسيد-4
 .شده است

هـا مقـدار       در هـر دو گـروه تختـه        :مقاومت خمشـي   
ه استاندارد اروپا را كسب كرده و همـان طـور كـه مشـاهد             

هاي ساخته شـده بـا چسـب فنـول اكسـيداز              شود تخته   مي

 نيوتن بر ميليمتر مربع اسـت كـه         31 مساوي   MORداراي  
 نيـوتن بـر متـر       23( نسبت به حداقل مورد نياز استاندارد       

هـا،    در مقايسـه بـا ايـن تختـه        . افزايش يافتـه اسـت    ) مربع
 MOR=2/50فايبربردهاي تيمار شده با لاكاز و مدياتور بـا    

 نيـوتن بـر     2/19اي بـالاتر از اسـتاندارد و          ر فزاينـده  به طو 
فنـول  (هاي تيمار آنزيمي لاكـاز        ميليمترمربع بيشتر از تخته   

 )9 شكل(است ) اكسيداز
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  ميليمتر8ضخامت هاي با   تاثير آنزيم فنول اكسيداز و فنول اكسيداز با مدياتور واكشيدگي ضخامت تخته-11لشك

 رم بر سانتيمترمكعبگ كيلو800ودانسيته 
 
 

 نتايج حاصل از تجزيـه      : مقاومت چسبندگي داخلي  
هـاي سـاخته شـده از         واريانس چسبندگي داخلي تختـه    

ه تـأثير دو عامـل      چسب بيولوژيك آنزيمي نشـان داد ك ـ      
 هيدروكسـي بنزوئيـك اسـيد       -4آنزيم فنول اكسـيداز و      

ــدياتور( ــأثير تعيـــين) مـ ــده و معنـــي تـ داري بـــر  كننـ
. هاي سـاخته شـده داشـته اسـت          داخلي تخته   چسبندگي

 شـكل هيستوگرام تغييرات مقاومت چسبندگي داخلي در       
 نشان داده شده است بـه طـوري كـه در ايـن شـكل                10

ايگزين كردن آنـزم فنـول اكسـيداز        شود با ج    مشاهده مي 
هـاي شـاهد بـه        هـاي معمـول در تختـه        به جاي چسـب   

چسبندگي داخلي افزوده شـده و در فايبربردهـاي فنـول       
 نيوتن بر ميليمتر مربع متعلق      72/0اكسيداز و مدياتور از     

 ،نيوتن بـر ميليمترمربـع    78/0به   هاي گروه لاكاز   به تخته 
ــه ــزايش يافت ــهاين  و. اســتاف ــر دوك ــالاتر از حــد  ه  ب
 . بوده است)  نيوتن بر ميليمتر60/0(استاندارد اروپا 

ــخامت ــيدگي ض ــه  :واكش ــايج حاصــل از تجزي  نت
ــد از     ــخامت بع ــيدگي ض ــانس واكش ــاعت 24واري  س

چســب  هــاي ســاخته شــده از وري در آب تختــه غوطــه
ــردن     ــار ب ــه بك ــان داد، اگرچ ــي، نش ــك آنزيم بيولوژي

 102هـا را از       واكشـيدگي تختـه    ربيوچسب لاكـاز مقـدا    
 درصـد كـاهش داده      5/29هاي شاهد بـه      درصد در تخته  

 -4ولي تنهـا در صـورت اسـتفاده از واسـطه شـيميايي              
ها قادر به بدست آوردن      بنزوئيك اسيد تخته  كسي  هيدرو

ــاز    ــورد ني ــتاندارد م ) TS) :2006 (5- 622 =%17(اس
هاي ساخته شـده بالاكـاز       در مورد تخته   اين نتايج . شدند

 .Bourbonnais et al( اسـطه شـيميايي مشـابه   و مواد و

1995  Hakala et al., 2005;  Gutierrez et al., 
2007; Vivekanand et al.,2008; Kharazipour and 

Euring ,2010; (تطابق دارد. 
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هـاي فيزيكـي و      گيري ويژگي  اندازه نتايج حاصل از  
ــه ــانيكي تخت ــاز  مك ــاخته شــده از لاك ــاي س ــول ( ه فن

ه تنهايي و اين آنزيم به همراه مدياتور نشان         ب) اكسيداز
 )1جـدول   (داد كه در شرايط تهيه آنزيم و انكوباسيون         

هاي لاكاز و مـدياتور      حداكثر مقاومت خمشي در تخته    
اسـتفاده از آنـزيم لاكـاز در سيسـتم          . ده اسـت  شايجاد  

ل ي ـبه دل )  سيستم - مدياتور -لاكاز(اجزاي يك تركيبي    
 بهبـود مقاومـت     سـبب نـين   پليمريزه شـدن بيشـتر ليگ     

ده عـلاوه بـر ايـن بـا افـزايش راديكالهـاي             ش ـخمشي  
فنوليك توسط مدياتور در اين تحقيـق سـبب افـزايش           

ي بـين مولكولهـاي گروههـاي       يامكان پيوندهاي شيميا  
فعال فنوكسي در قطعـات ليگنـين و فيبـر و در نتيجـه              
اتصال كارآمد در سطوح و ضخامت تخته شـده و ايـن            

اتصالات و استحكام بين ذرات نـه تنهـا         افزايش تعداد   
سبب بهبود مقاومت خمشي بلكـه افـزايش چسـبندگي          

 ).10شكل (است  داخلي شده

از سوي ديگر، افـزايش سـطوح تمـاس گروههـاي           
-4واسـطه    آزاد فنوليك در مولكول ليگنين، توسط اثر      

بنزوئيك اسيد با تغييـر شـيميايي بـر روي          كسي  يدروه
اي هيـدروفيل آنهـا سـبب       فيبرها و بلوكـه كـردن انته ـ      

طـور كـه     كاهش واكشيدگي ضـخامت تختـه و همـان        
كنند ليگنين   هاي ميكروسكوپ الكتروني بيان مي     عكس

 كوولانسي تبديل به بتوني محكم در بـين         هاي  با اتصال 
 ).8شكل(فيبرها گرديده است 
توان بيان داشت كه     گيري كلي، مي   لذا در يك نتيجه   

اجـزاي يـك تركيبـي      هـايي در سيسـتم       با ساخت تخته  
 بـدليل   ، و لاكـاز    داخل چوب  شامل ماده طبيعي ليگنين   

دارا بودن ويژگـي پليمريزاسـيون مولكـولي و توانـايي           
برقرار كردن واكـنش بيولوژيـك و شـيميايي همزمـان،           

و بـا   . قادر به ساخت تخته فيبر با دانسيته متوسط شـد         
 در انكوباســيون توجــه بــه نتــايج، اســتفاده از مــدياتور

 سبب بهبود هرچه بيشتر نـه تنهـا    دقيقه،15 تا  10هكوتا
خصوصيات فيزيكي بلكه حاصل كردن استاندارد مورد       

 .  استشدهنياز در واكشيدگي ضخامت نيز 
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Abstract 

Enzymatic activation of lignin on pinewood TMP (Thermo-Mechanical Pulp) fibers for 
MDF production was investigated using electronic microscopic technique. Two systems: 
laccase mediator and laccase without mediator were used. MDF was made with laccase as 
biological catalysts in both wet and dry process. Incubation of fibers with commercially 
available Trametes versicolor laccase was performed in aqueous solution (wet process) or the 
enzyme was sprayed onto the fiber (dry process).  Both laccase mediator and laccase without 
mediator imparted major impact on the optimization of physico-mechanical properties to 
achieve minimum requirement of standard. Boards produced with fiber-treated with laccase 
were found to have higher mechanical strength than non-treated binder-free control boards. Best 
board properties (bending strength, internal bond strength and  swelling) were observed after an 
incubation of 10-15 min at pH 5.6 and a concentration of 100 U/ml laccase with a mediator (4- 
Hydroxy benzoic acid 98%) concentration of 10 mM added at 3 min intervals . Electron-
microscopic micrographs of enzyme-bonded fibers showed that the application of mediator 
enhances laccase reaction and, most importantly, the substrate spectrum of the enzymes 
broadens dramatically. Laccase (phenol oxidase enzymes) serves as an activator of lignin by 
radical production. Certainly it can be deduced from these studies, that enzymatic treatment 
altered the surface properties of the fibers. Laccase mediator treated fibers showed a marked 
increase in the hydrophobicity. 

 
Keywords: Enzymatic activation, Thermo-Mechanical Pulp, Hydroxy benzoic acid, phenol 
oxidase enzymes. 


