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 چکیده
هاي   جداسازي شده از خاكAspergillus RFB8رچی  از ایزوله قافنانترن ترکیب تخریب و متابولیسمدر این تحقیق براي بررسی 

برداري از  ز نمونهپس ا.  استفاده گردیدPhanerochaete chrysosporiumRP78آلوده پالایشگاه تهران و سویه استاندارد 
ها طی چندین مرحله   کشت شده و قارچMEAو  PDAهاي اختصاصی  کشت هاي رقت در محیط ، سريهاي آلوده خاك
 براي رنگ سنجی ABTSهاي مولد آنزیم لاکاز از محیط کشت جامد حاوي سوبستراي  براي جداسازي قارچ. شدندسازي  خالص

 فنانترنهاي آلوده  در خاك تلقیح مایه به عنوان partial purificationسازي شده به روش  هاي خالص تیمار آنزیم. داستفاده گردی
بیشینه . قارچی ثبت گردیدبیوماس  و pH، تغییرات انکوباسیون روز 30 در طول .تلقیح شدندگرم بر کیلوگرم   میلی200 با غلظت
 محاسبه گرم میلی 64 و 88 به ترتیب میزان Aspergillus RFB8 و ایزوله P.chrysosporiumRP78قارچی براي سویه بیوماس 
. را اثبات نمودند فنانترن ساختار ترکیب   تخریبسنجی مادون قرمز طیف آنالیزهاي دستگاهی ،ها گیري خاك  پس از عصاره. گردید

 Aspergillusهاي عامل پوسیدگی سفید بوده نسبت به ایزوله   که از قارچP.chrysosporiumRP78 داد که سویه اننتایج نش

RFB8زیستی بالاتري داردتخریبهاي آلوده نفتی پتانسیل   بومی خاك .  
 

  Phanerochaete chrysosporium RP78 ،فنانترن ، خاك، لاکاز آنزیم اصلاح زیستی،: کلمات کلیدي
  

   مقدمه

 افتهی یتوجه  قابلشی با  گذشته افزاسهی در مقاعت،ی بشر در طبانهیگرا  مداخلهيها تی فعالجهیها در نت  خاكیآلودگ
 یدروکربنی هباتی ترکان،ی منی که در اباشند ی می نفتيها دروکربنی هیطی محستی غالب زيها ندهیاز آلا. است
 که ییها تیشمار سا.  باشندی ميا ژهی وتی اهمي داراست،ی زطیمح بالا در يداریبا توجه به پاي  حلقوکیآرومات

 اغلب انیدر م .)USEPA,2008 (افتی خواهند شیافزا% 50 به 2025 تا سال باشند ی و اصلاح  مای احاتی عملازمندین
 ی توجه و نگراننیشتری بيها دارا  آنتی و سميداری پالیل به دکی آروماتباتی ترک،یطی محستی فراوان زيها ندهیآلا
 نفت خام شی زائد، پالايای سوزاندن پسماندها و بقا،یلی فسيها  در اثر سوختن و احتراق سوختاین ترکیبات. باشند یم
 ها ندهیآلا نی اهی و تجزسمیدر متابول  دی سفیدگیپوس  عامليها ستیومایدیباز ).Atlas, R.M. 1995 (گردند ی مدیتول

 ندیو لاکاز فرآ دازیپراکس نیگنی لز،دای منگنزپراکسیمی سه گروه آنزدی قارچ ها با تولنی ا.کارایی بالایی دارند
 يها کالی رادها، می آنزنی توسط ای تک الکترونونیداسیاکس .)Balba, M.T.,1998 (بخشند ی معی را تسریستیز هیتجز
و عمل   کربن- کربني مانند شکست و جداسازییایمی شيها واکنش. دینما ی مدی را تولها ندهی آلایونیکات
 گردد ی مشتری  بیکیلیدروفی هتی محصولات با خصوصلی منجر به تشکیونی کاتيها کالی رادونیلاسیدروکسیه
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)Hammel, K.E. 1998(. کی آروماتباتی از ترکیعی وسفی طونیداسی که اکسباشد ی مس مي حاونی پروتئکی لاکاز 
 که در معرض ییها کالی رادلی را با تشکی تک الکترونونیداسیلاکاز اکس. دینما ی مزی را کاتالیکیروماترآیو غ

بدون  کیآرومات باتی از ترکياری بسونیداسیاکس. دینما ی مزی کاتالرند،ی گی قرار میمیرآنزی غي  بعديها واکنش
 ;Cerniglia et al,2001 ;Boonchan, S.,2002(. باشد ی غیرممکن مباًی عامل واکنشگر توسط لاکاز، تقريها گروه

Collins, P.J.,1996(.  
  

   مواد و روشها 

هـاي آلـوده نفتـی سـایت موجـود در جنـوب غربـی         خاكمتري     سانتی 10عمق  برداري از    نمونه :ها    برداري خاك   نمونه
 N  35o جغرافیـایی  مشخصاتا پالایشگاه تهران از چندین نقطه سایت آلوده انجام شد که قارچ مورد بررسی از نقطه ب

بـه منظـور     : هـا  جداسـازي قـارچ  . گردید جداسازي  متر912 و ارتفاع از سطح دریا ΄E 051o 24  987 و  ΄693 31
 و مالت اکستراکت آگـار       PDAهاي کشت اختصاصی قارچی      هاي قارچی، پس از تهیه محیط      جداسازي میکروارگانیسم 

MEA  سـازي   خالصطی چند مرحله هاي جامد فوق تلقیح شدند و   محیط در درون )10 -9 تا 10 -4(هاي رقت     ، سري
 ی خارج سـلول می آنزمولد يها  قارچي جداسازيبرا  : لاکازمی شده مولد آنزي جداسازي قارچ هایمیسنجش آنز  .شدند

 طیا در مح ـ خـالص شـده ر  ی قـارچ يها هی سو)Saparrat et al,2000( دیاستفاده گرد یسنج لاکاز، ابتدا از روش رنگ
از )  متـر یل ـی م5×5 مربـع  کی ـ( واحـد پـلاگ    کی ،ی قارچي ها فی ه ی پس از رشد کاف    دادهکشت تازه    MEAکشت  
 بکار گرفته شد  تا بـا     ABTS ي کشت مورد استفاده سوبسترا    طی قارچ رشد کرده را توسط در مح       ي حاو MEA طیمح
 يدازی معرف اکسي لاکاز حاومی سنجش آنزيشت برا کطیمح  . لاکاز انجام شود می به سبز آزمون آنز    طی رنگ مح  رییتغ

ABTS: گرم2 (مالت عصاره، )گرم2(، آمونیوم تارتارات  )گرم2 (گلوکز( ،KH2Po4 )26/0گرم ( ،ABTS  )35/0گرم ( ،Na2HPo4 

 FeSo4، ) گـرم 20 (آگـار ، ) گـرم 006/0 (CaCl2.2H2o، ) گـرم 01/0 (CuSo4.5H2o، ) گـرم 5/0 (MgSo4.7H2o ،) گرم 26/0(

   ).گرم07/0( H3Bo3و )  گرم09/0 (MnCl2.2H2o، ) گرم005/0 (ZnSo4.7H2o ،) گرم002/0( Na2MoO4 ،)گرم005/0(
)Kirk, T.K,1987.(  

لیتري کشت   میلی250 درون ارلن مایرهاي pH 0/5 با Czapek Dox Broth قارچی در محیط مایع هاي  سویهسپس
 ساعت 120 و 72، 48، 24نتیگراد قرار گرفتند و در زمان هاي  درجه سا32 و دماي 120روي شیکر با دور و شدند 
لیتر از محلول رویی   میلی5تیمارهاي آنزیمی میزان  . سانتریفیوژ گردیدند000/5رویی فیلتر شده، و در دور  محلول
ط توس partial purificationسازي به روش  هاي کشت شده درون محیط مایع بوده که پس از نیمه خالص میسلیوم

گرم بر کیلوگرم فنانترن تلقیح شده و براي   میلی200 گرم خاك آلوده شده به 50اي محتوي   درون ظروف شیشهبافر
  . انکوباسیون شدندگراد  درجه سانتی28 تحت دماي  روز در شرایط تاریکی30مدت زمان 

  FTIR  ی دستگاهزی آنالي ها از خاك براندهیاستخراج آلا
کلرومتان با نسبت یک   از روش استخراج توسط ترکیب دو نوع حلال استون و ديفنانترنبراي استخراج و آنالیز ترکیب 

 گـرم  کی ـ سـپس  ،نمـودیم  منتقـل  يا شهی ـ شالی ـ و درون ظروف وکرده گرم خاك را وزن   کی. به یک استفاده گردید   
 ي بـرا الی ـظـرف و . شد اضافه 1/1لرومتان به نسبت  کيد/ استونبی از دو ترکتریل یلی م10 بدون آب و میسولفات سد 
 با سولفات مجدداً و شدهفاز شده سانتریفیوژ  ، سپس محلول نهایی ديگردید کیشبا دور متوسط  قهی دق30مدت زمان  

دستگاه تبـدیل فوریـه    و پس از تبخیر مجدداً با حلال آن را حل نموده و براي آنالیز     کردهسدیم بدون آب آن را مخلوط       
   .گردیداستفاده ) FTIR( دون قرمزما

  گیرينتیجه
  

در روزهاي چهارم و هشتم به  Aspergillus RFB8 و ایزوله  P.chrysosporiumRP78هاي قارچی سویه  ایزوله
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ولید آنزیم لاکاز را نشان دادند که این نتایج و نیز  سنجش آنزیمی در محیط مایع نشان از ترتیب تغییر رنگ و اثبات ت
همانطور  .است داشته Aspergillus RFB8 نسبت به P.chrysosporiumRP78نزیمی بالاتر سویه استاندارد فعالیت آ

 در حضور ترکیب فنانترن در P.chrysosporiumRP78 نشان داده شده بیوماس قارچی در مورد سویه 1که در شکل 
جداسازي شده از  Aspergillus RFB8قارچی گرم و در مورد ایزوله   میلی88و میزان بوده  انکوباسیون بیشینه 20روز 

در  RP78بیوماس بالاتر نشان از قدرت بالاتر سویه استاندارد  .گرم محاسبه شده است  میلی64پالایشگاه تهران میزان 
  .متابولیسم ترکیب فنانترن دارد

  
  

  ونی روز انکوباس30 مدتدر  Aspergillus RFB8)  ب P.chrysosporiumRP78) ف ال ها  قارچبیوماس راتییتغ – 1شکل 
  

 cm-121/1598جذب در طول موج  گرم بر کیلوگرم،  میلی 200 فنانترن نمونه شاهد  مادون قرمز طیف2مطابق شکل 
 cm-1 و cm-151/725همچنین جذب نسبتاً بالا در طول موج . باشد  در حلقه آروماتیک میC=Cنشانه پیوندهاي 

هاي متصل به حلقه   و پروتونفنانترناي در ارتباط با   خمشی خارج صفحهC-H به ترتیب مربوط به پیوندهاي 59/891
   . قرار داردcm-1 3000 در طرف چپ طول موج فنانترن کششی نیز در ترکیب C-Hپیوند . باشند می

  
   فنانترناي  حلقه  سهترکیب هیدروکربنی آروماتیک مادون قرمز نمونه شاهد فیط -2شکل

 تیمار شده با محلول آنزیمی لاکاز قارچ لوده به فنانترن آنمونه خاكز  طیف مادون قرم3در شکل
P.chrysosporiumRP78 هاي مربوط به پیوندهاي  در مقایسه با نمونه شاهد حذف غالب جذبC-H  کششی و

ده  انکوباسیون در مورد نمونه خاك تیمار ش30اما طیف مادون قرمز در روز . شده استخمشی را به خوبی نشان داده 
 کربن حلقه آروماتیک اثر تخریبی نمایش -تنها اندکی بر پیوند کربن Aspergillus RFB8با محلول آنزیمی لاکاز قارچ 

نتایج آنالیزهاي دستگاهی نشان از متابولیسم و قدرت اکسیدکنندگی بالاتر آنزیم لاکاز متعلق به سویه . داده است
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داشته و  RFB8باشد در مقایسه با ایزوله   میو عامل پوسیدگی سفید هاي بازیدیومایست که از قارچ RP78استاندارد 
هاي آلوده داراي بیشترین قدرت در تجزیه و متابولیسم ترکیبات   سایتهاي بومی دهد که لزوماً میکروارگانیسم نشان می

  ).Wang, 2004 (.باشند ها نمی موجود در خاك
  

  
  Phanerochaete Chrysosporium RP78 نزیم لاکاز آ حاوي تیمار مادون قرمز نمونه خاكفیط -3شکل

  
  Aspergillus RFB8آنزیم لاکاز  حاوي تیمار  مادون قرمز نمونه خاكفیط -4شکل
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