
  20/20 

 

  های نوین در علوم زیستییافته
 (1398) 29الي  20، صفحات 1، شماره ٦جلد 

               انتشارات دانشگاه خوارزمي

Nova Biologica Reperta 6(1): 20-29 (2019) 

Print ISSN: 2423-6330/Online ISSN: 2476-7115 

https://nbr.khu.ac.ir; Kharazmi University Press 

 

 م کیلینسوساروکلادی قارچ طتوس ایمپرانیلپلیمر  زیستیهتجزی بررسی
 

 نشاط صفارزاده و حمید مقیمی

 ، ایران، پردیس علوم، دانشگاه تهران، تهران شناسيبي، دانشکده زیست ویست فناوری میکربخش ز

 hmoghimi@ut.ac.ir  حمید مقیمي،مکاتبات:  مسئول

 

بررسي قابلیت مخمر  هدف از پژوهش، .شوددر صنعت استفاده ميپوشش عنوان است که به هایورتاناز خانواده پلي هاای از پلاستیکدسته ،DLNایمپرانیل  .کیدهچ

که قابلیت رشد در  ندجدا شد کشيیع روغنصنا و پساب جنگل خاکهای نمونهاز های مخمری ایزوله، ر این مطالعهد. استو تجزیه ایمپرانیل  شده در تولید آنزیمجدا

ند در تجزیه ایمپرانیل به عنوان جدایه توانم NS-10ایزوله مخمری  .ندتنها منبع کربن موجود در محیط را دارا بود به عنوان DLN ایمپرانیل 1%نمکي حاوی  پایه محیط

به صورت کیفي آز و پروتئاز توسط جدایه های استراز، اورهقابلیت تولید آنزیمشد. سایي شناتعیین توالي و  ITSژن  ITS4و  ITS1پرایمرهای و  PCR توسط ، وانتخاب

جدایه مخمری جداسازی شد که براساس قابلیت رشد در محیط حاوی ایمپرانیل، فعالیت  40در این مطالعه،  .سنجش شد تجزیه ایمپرانیل و میزان حذف سپس بررسي شد.

درصد مشابه با  100مشخص کرد که این جدایه  ITSانتخاب شد. تعیین توالي ژن  برتر شعنوان سوبه NS-10، جدایه رانیلمي و میزان مصرف و حذف ایمپآنزی

Sarocladium kiliense آز و پروتئاز را داشت.آنزیم خارج سلولي شامل استراز، اوره 3توانایي تولید هر  ش. این سواست S. kiliense  گرم  10 ،روز 14طيتوانست

 تصویربرداری توسط از طریق یورتانفحات پليدر تجزیه صبرتر  شوستوانمندی  در نهایت، .و در پلیت حاوی ایمپرانیل هاله ایجاد کندحذف  %100  ل رایایمپرانلیتر در 

-مي این پژوهش دارد.را ل ایمپرانیل تجزیه کام توانایي  S. kilienseشسو دهد کهپژوهش نشان مي از حاصلنتایج بررسي شد.  (SEM)میکروسکوپ الکتروني نگاره

 کننده باشد.زیستي این ترکیبات کمکها و همچنین درک مکانیسم تجزیهتجزیه پلاستیک د درنهای مخمری توانمشفي سوتواند در معر

  

 فعالیت آنزیمي، میکروسکوپ الکتروني نگاره پلي یورتان، ،پلاستیکپاکسازی زیستي، . کلیدیهای واژه
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Abstract. Impranil DLN is a class of plastics belonging to the polyurethane family with high application in textile industries. 

The aim of this study was to evaluate the potential of native strain to degrade impranil DLN. In this study, yeast strains were 

isolated from different areas and purified in minimal medium containing 1% impranil. Isolate NS-10 was selected as the 

superior strain capable of degrading impranil and identified through PCR and ITS gene. Esterase, urease and protease assays 

were carried out for the superior strain. Finally, the biodegradation of impranil was investigated. In total, 40 yeast strains were 

isolated and isolate NS-10 was selected as a superior strain based on impranil removal assay. NS-10 strain was identified as 

Sarocladium kiliense with 100% homology. Enzymatic assays showed that the S. kiliense could produce esterase, urease and 

protease. In addition, it could produce significant clear zones on impranil plates. Degradation rate for impranil was 100% for 

10 g/l within 14 days. Finally, S. kiliense was taken to medium containing pure polyurethane film and the capacity of 

degradation was investigated by the scanning electron microscopy. Our results indicated that S.kiliense is capable of 

degrading impranil. These results could contribute to a better insight into the mechanism of plastic biodegradation. 
 
Keywords. bioremediation, enzymatic activity, plastic, polyurethane, scanning electron microscopy  
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 مقدمه   
دست  هزنجیری هستند که ساختمری بلندپلی ا ترکیباتهپلاستیک   

ه های مصنوعي ب. بیش از نیم قرن پیش، جایگزیني پلیمرهستندبشر 

از  وزه پلاستیک بخش ضروریجای مواد طبیعي آغاز شده و امر

تیک . با گذشت زمان، پایداری و دوام پلاساست هانسانازندگي 

 اد بهمو درحال بهبود بوده و از این رو، درحال حاضر، این گروه از

رفته ر گمحیطي در نظیرات زیستعنوان مواد مقاوم به بسیاری از تاث

-نطباقها به علت ایورتانپلي ،این بین در .(Scot, 1990) شوندمي

پیدا  ای، اهمیت ویژههستندیي که در میان پلیمرها دارا لاپذیری با

های مختلف به صورت شکل اند و به صورت تجاری درکرده

 فادهمورد استسازی و صنایع گوناگون پزشکي، اتومبیل گسترده در

مورد  شکلترین بیش (.Cangemi et al., 2008) گیرندقرار مي

ف ن نوع پرمصرن ششمیها به صورت فوم بوده و به عنوامصرف آن

ک در تیاز تولید کل پلاس ٦-7%و بیش از  نداپلاستیک شناخته شده

 .(Mahajan & Gupta, 2015) نداد اختصاص دادهدنیا را به خو

-تولید شد و به 1937یورتان اولین بار توسط اتو بایر در سال پلي

گرفت و رارتدریج و با گذشت زمان در صنعت مورد استفاده ق

ش مهمي را در که امروزه نقآن گسترش یافت تا جایيد تولی

کند. مواد خامي که به منظور تولید این نوع زندگي مدرن ایفا مي

-ها، پليایزوسیاناتگیرند شامل دیميرارپلاستیک مورد استفاده ق

. (Vega et al., 1999) هستندهای زنجیره دهندهها و توسعهال

وازم خانگي و ساز، لساخت و سازی،ندر مبلما ها عمدتاًیورتانپلي

-استفاده قرار بندی مورد، کفش و بستهسازیالکترونیک، اتومبیل

همچنین این ترکیب درحال جایگزیني با پلیمرهای . گیرندمي

توان چگالي کم، های اصلي آن ميتکه از عل استتر يقدیم

ه رد کا نام بذوب بالا رکششي و نقطهپذیری بالا، استحکامعطافان

 ,Mahajan & Gupta) استباعث دوام بالای این ترکیب شده

ها نیز ها و حلالها به تجزیه توسط آب، روغنمقاومت آن .(2015

ها براساس یورتانپليهاست. از دلایل جایگزیني آن یکي دیگر

که به  زیستي و حمله گیردميارای که مورد استفاده قرماده اولیه

 شونداتری تقسیم مياستری و پليدسته پلي به دو شود،ها ميآن

(Peng et al., 2014.) هایي هستند که یورتانها، پليایمپرانیل

و در بسیاری از صنایع به ویژه  در آب را دارا بوده قابلیت حل شدن

 گیرندماده اولیه مورد استفاده قرار ميصنایع پوششي به عنوان 

(Khan et al., 2017). رزوه به ها در طبیعت امتجمع پلاستیک

ای محیطي مطرح شده و راهکارهعنوان یک معضل بزرگ زیست

تفاده از توانمندی است. اسمختلفي برای آن ارائه شده

پذیر از تجزیه ترکیبات پلیمری سخت تجزیه در هامیکروارگانیسم

جمله راهکارهایي است که امروزه مورد توجه بسیاری از 

 Biffinger et al., 2015; Khan et) دانشمندان قرار گرفته است

al., 2017)در این زمینه مطالعات مختلفي توسط دانشمندان  لذا ؛

انجام شده است. بیشترین رویکرد و توجه به استفاده از باکتری های 

است.  عه ای روی قارچ ها انجام شدهتجزیه کننده بوده و کمتر مطال

Russel  رچ اندوفیت نشان دادند که قا (2011) همکارانو

Pestalotiopsis microspora های آمازون که از جنگل

های مایع و یورتان در محیطجداسازی شده بود، قادر به تجزیه پلي

ولي با توجه به  ههوازی بودجامد و همچنین در شرایط هوازی و بي

این  هوازی بهترین گزینه برای تجزیه شرایطي که فراهم شد، محیط

 (2012)و همکاران   Howard .یورتان بودپلياستری ترکیب پلي

 Acinetobacterبا جداسازی و شناسایي جدایه باکتریایي به نام 

gerneri یورتان نتیجه ی پلياز خاک و بررسي توانایي تجزیه

یورتاناز تولید کرده که گرفتند که این جدایه، آنزیمي به نام پلي

و  Shah. شودزیستي این ترکیب پلاستیکي ميباعث تجزیه

ای از خاک به کنندهبا جداسازی باکتری تجزیه (2013) همکاران

مشاهده  MZA-85 شسو Pseudomonas aeruginosaنام 

یورتان حاصل شده و در کردند که تغییراتي روی صفحات پلي

است که با فعالیت های عاملي استری شدهنهایت باعث کاهش گروه

است. در نهایت با تر شدهان کوتاهیورتمری پليمیکربي زنجیره پلي

آنالیزهایي که انجام شد، مشخص شد که عامل اصلي دخیل در این 

. در کنداست که این باکتری تولید مي تولید آنزیم استرازی ،تجزیه

ای از های باکتریایي تازهجدایه (2014) همکارانو   Peng تحقیق

 قابلیتفعال بدست آمد که های کشاورزی و لجنخاک زمین

جدایه  3. پس از شناسایي در نهایت یورتان را دارا بودندتجزیه پلي

بود که  Pseudomonas putidaها ترین آنحاصل شد که مهم

روز دارا  4پس از گذشت  92%قابلیت تجزیه ایمپرانیل را به میزان 

از ترکیب خاصي از  (2015) همکارانو  Biffinger .بود

نیل به منظور تجزیه استفاده نمودند. در این یورتان به نام ایمپراپلي

های مختلفي جدا شده بود، هایي که از جدایهآزمایش از آنزیم

استفاده کرده و در نهایت به این نتیجه رسیدند که آنزیم لیپاز نقش 

هدف از ر این اساس ب. استی این ترکیب دارا مهمي در تجزیه
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توسط  DLNانیلایمپر زیستي ، بررسي حذفمطالعه انجام این

های و آنزیم راحل تجزیهمخمرهای بومي ایران و همچنین بررسي م

  است. فرایند بودهاین دخیل در 

 

  هامواد و روش   
  آوری نمونهجمع

های مخمری توانمند جهت حذف منظور جداسازی جدایهبه   

 4از  بو پسا خاکنمونه  7 ایمپرانیل به عنوان پلیمری پلاستیکي،

 ، بامهای سراوان، کوهستان لاهیجانی متفاوت شامل جنگلمنطقه

ی اردهاتوجه به استاند با ،کشي لادنلاهیجان و صنایع روغن سبز

ام و تا انج به آزمایشگاه منتقلبلافاصله و آوری معمول جمع

-به منظور جمع نگهداری شد.گراد درجه سانتي 4 آزمایش در

و  دار سترون،ای زیپههای خاک از قاشقک و کیسهآوری نمونه

ون ای سترهای شیشههای پساب از بطریوری نمونهآمنظور جمع

 شخصم ها تاریخ و محل نمونه برداریاستفاده شد که بر روی آن

متری میلي 5/0های خاک با کمک الک در ادامه، نمونه شد.

 همگن شده و ذرات درشت آن جداسازی شد.

 DLNیل کننده ایمپرانجداسازی مخمرهای مصرف
های کننده ایمپرانیل از نمونهی مخمرهای تجزیهمنظور جداسازبه   

لیتر از میلي 1یا  گرم از خاک 1در مرحله اول  خاک و پساب،

استریل  یولوژیسرم فیزمحلول  لیترمیلي 10داخل  پساب

لیتر از آن میلي 1زدن و همگن شدن، پس از هم شده و سوسپانسیون

-رقت و مخلوط ،دیگر سرم فیزیولوژیول لیتر محلمیلي 9داخل 

 10-4و  10-3های میکرولیتر از رقت 100و  انجام شد 10-4تا  سازی

-رزبنگال کمپلکس شتکمحیطپلیت حاوی بر روی  تکرار 3با 

(، 31) رزبنگال کشتپودر محیط :)گرم در لیتر(شامل آگار

به صورت  (17) و آگار( 05/0) ، رنگ رزبنگال(10) مخمرعصاره

گراد درجه سانتي 30با دمای  و داخل انکوباتور برده کشت گسترده

همچنین به منظور جلوگیری از  قرار داده شد. ساعت 48به مدت 

میکروگرم  50کل به میزان بیوتیک کلرامفنیاز آنتي هارشد باکتری

پلیت یافته، بر روی های رشددر ادامه جدایه لیتر استفاده شد.بر میلي

، (20) گلوکز :گرم در لیتر() شامل GPY شتکمحیطحاوی 

شدند تا  کشت داده (17) و آگار (5) ، پپتون(10) عصاره مخمر

 و بررسي مرفولوژی ماکروسکوپي و میکروسکوپي سازیخالص

 نمکيپایه کشت درنهایت بر روی محیط .(7)شودانجام  هاجدایه

9M )4 :شامل )گرم در لیترHPO2Na (39/3 ،)4PO2KH (3 ،)

Cl4NH (1 و )NaCl (5/2)  ها در توانایي رشد آنبرده شده و

 شدبه عنوان تنها منبع کربن بررسي  DLN ایمپرانیل 1%حضور 

(Biffinger et al., 2015; Mukherjee et al., 2011) . تمام

از  DLNکشت از شرکت مرک و ایمپرانیل طمواد و ترکیبات محی

 3ها، تمامي مراحل با برای هر یک از نمونه شرکت بایر تهیه شد.

  تکرار انجام شد.

 های بدست آمدهجدایهبررسی فعالیت آنزیمی 

-اسکیمبوتیرین آگار، های تریپلیتها، وشاز رشد سپس    

تهیه شد تا به با توجه به روش زیر  گارآو اسلنت اوره میلک آگار

ها بررسي جدایهآزی رهترتیب فعالیت استرازی، پروتئازی و او

ور به منظ. (Howard et al., 2012; Shah et al., 2013) شود

 (TBA)آگار بوتیرینکشت تریبررسي فعالیت استرازی از محیط

بوتیرین آگار بیس و توئین داخل استفاده شد. بدین منظور تری

تا  آب مقطر حل و به حجم رسانده و روی حرارت قرار داده شد

 20وده و به مدت بوتیرین افزکاملاً حل شود و درنهایت تری

جهت بررسي . گراد اتوکلاو شددرجه سانتي 121دقیقه در دمای 

شامل )گرم در لیتر(:  میلک آگارپلیت اسکیم فعالیت پروتئازی

 درجه 115( تهیه و در دمای 17) ( و آگار8میلک )پودر اسکیم

 ,.Jones et al) شد دقیقه استریل 10گراد به مدت سانتي

 نت اوره آگار شامل )گرم در لیتر(: پپتوناسل نهایت در .(2007

 رد(، فنل2) هیدروژن فسفاتدی(، پتاسیم5(، سدیم کلرید)1)

( تهیه و همانند قبل 17) ( و آگار%20) (، اوره1(، گلوکز)012/0)

اتوکلاو شد. اوره به علت حساس بودن به دمای بالا و تجزیه و 

یط شدن محپس از اتوکلاو و خنک  فیلتر و غیرفعال شدن آن،

ه های استراز و پروتئاز براساس هالکیفي آنزیم بررسيافزوده شد. 

آزی براساس ها بود. فعالیت اورهایجاد شده در اثر فعالیت جدایه

یده شد. هرچه کشت از زرد به ارغواني سنجتغییر رنگ محیط

آزی دهنده فعالیت اورهتر باشد، نشانشدت رنگ تولیدی بیش

ها براساس فعالیت آنزیمي و ، جدایهدر نهایت .استتر جدایه بیش

و بر اساس شدت تغییر رنگ یا هاله ایجاد شده توانایي رشد 

 شدند.  تقسیم بندی

 شناسایی جدایه منتخب
های ماکروسکوپي بررسي جدایه قارچي منتخب، ویژگي جهت   

های قبیل آرایش و رنگ کلني و پیگمان و میکروسکوپي آن از
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 سادهآمیزی و رنگریق کشت بر روی پلیت تولیدی آن از ط

مورد بررسي قرار گرفت. به منظور شناسایي مولکولي، ابتدا 

و  rpm120ساعت با دور  48مایع به مدت  GPYداخل محیط 

شد ر جدایهسپس  گراد گرماگذاری شد.درجه سانتي 30دمای 

ژی کشت جدا و با سرم فیزیولویافته توسط سانتریفوژ از محیط

ارچي به کمک ازت توده قاده شد. در ادامه زیستشستشو د

قرار گرفت تا شکستن  و تحت کوبیدن مایع، منجمد شده

آن به کمک کیت شرکت  DNAها انجام شود و فیزیکي سلول

Gene All  ،استخراج و جداسازی شد. در مرحله بعدPCR  آن

 ITS4 (ITS1 :5′-TCC GTA و ITS1توسط پرایمرهای 

GGT GAA CCT GCG G-3′  وITS4 :5′-TCC TCC 

GCT TAT TGA TAT GC-3′) .محصول  انجام شد

حاصل، پس از بررسي روی ژل، جهت تعیین ترادف به شرکت 

ماکروژن کره جنوبي ارسال شد. درنهایت، نتایج بدست آمده 

 White) در بانک ژني تعیین ترادف و مورد ارزیابي قرار گرفت

et al., 1990). 

های جدایه ایمپرانیل توسط زیهتج کیفی فعالیتبررسی 

 منتخب

م نزیآ 3های منتخب برای پس از بررسي فعالیت آنزیمي جدایه  

 ستیکبار فعالیت پلا آز، اینمتفاوت استراز، پروتئاز و اوره

 1%و  M9کشت ها بر روی پلیت حاوی محیطخواری جدایه

ار ن، مورد بررسي قربه عنوان تنها منبع کرب DLNایمپرانیل 

 دهایي که خاصیت تجزیه را نداشتند، حذف شدنت و جدایهگرف

(Peng et al., 2014; Osman et al., 2017). 

های جدایه تجزیه ایمپرانیل توسط فعالیت کمی بررسی

 منتخب

 M9پایه نمکي  محیط سي کمي تجزیه ایمپرانیل ازررمنظور ببه  

4HPO2Na (39/3 ،)4PO2KH (3 ،))گرم در لیتر(:  شامل

lC4NH (1 و )NaCl (5/2) به عنوان تنها  1%انیل همراه با ایمپر

صد از رد 5با  شدنکشت بعد از استریلشد. محیط تهیه منبع کربن

درجه  30روز در دمای  14جدایه منتخب تلقیح شد و به مدت 

طي  در گرماگذاری شد. rpm 120گراد روی شیکر با دور سانتي

محیط برداشته و بر روی  از لیترمیلي 2ساعت  48هر  ،مدتاین 

نیز به  وکشت داده شد  ،هاکلنيبه منظور شمارش  GPYپلیت 

منظور بررسي غلظت ایمپرانیل موجود در دستگاه 

 ، جذب آن خوانده شدنانومتر ٦00اسپکتروفتومتری با طول موج 

(Álvarez-Barragán et al., 2016 Biffinger et al., 

های مپرانیل از طریق تهیه رقتمنحني استاندارد غلظت ای (.;2015

 ٦00 و خوانش جذب آن در طول موج 1و  75/0، 5/0، 25/0، 0

به منظور رسم منحني استاندارد، میزان بدست آمد.  نانومتر

-سوسپانسیون شد تا غلظتکشت متفاوتي از ایمپرانیل در محیط

-شمارش کلني شمارش کلني به روشهای مورد نظر تهیه شود. 

انجام شد. بدین  GPY کشتمحیطپلیت استفاده از  و با های زنده

 شرولیتر از ارلن حاوی سومیک 100، ساعت 48صورت که هر 

 ایشهیش لهیمتوسط  GPYمنتخب برداشته شده و روی پلیت 

گراد به مدت درجه سانتي 30ش شد. سپس در دمای پخسرکج 

رشد کند. درنهایت،  ساعت گرماگذاری شد تا به خوبي 48

از بررسي شده حاصل  نتایج ارائه شمارش شد. حاصل هایکلني

سه بار تکرار تعداد مخمر و همچنین تجزیه ایمپرانیل حاصل از 

 .(Álvarez-Barragán et al., 2016) استمختلف 

-ات پلیحفمنتخب در محیط کشت حاوی ص شت سوکش

 یورتان
یورتان به کشت حاوی پليمنتخب در محیط شبرای کشت سو   

یورتان با اندازه معین تهیه ا منبع کربن، ابتدا صفحات پليتنهعنوان 

لیتر حلال میلي 25یورتان به گرم پلي 25/0 شد. بدین منظور

زن مغناطیسي ( افزوده شد و از مگنت و همTHF) تتراهیدروفوران

یورتان استفاده شد. پس از حل شدن جهت حل شدن کامل پلي

ت شیشه ای به یک پلی 4کامل در حلال، محلول حاصل داخل 

ها داده شد تا کاملاً خشک و حلال آناندازه ریخته شد و زمان 

سپس به کمک اسکالپل و پنس استریل به صورت  .تبخیر شود

 ;Shah et al., 2013)متری برش داده شدسانتي 2×2صفحاتي 

Osman et al., 2017; Zafar et al., 2014) . ،در مرحله بعد

-درجه سانتي 121در اتوکلاو  M9ایع کشت ملیتر محیطمیلي 20

سترون شده و پس از سرد شدن، صفحه ی  دقیقه 20به مدت  گراد

ه از جدای 5%یورتان به آن افزوده شد و با متری پليسانتي 2×2

 30دت کشت تلقیح شده به ممنتخب تلقیح شد. درنهایت، محیط

دور در دقیقه  120 گراددرجه سانتي 30روز در دمای 

ری شد تا جدایه منتخب بتواند با محیط سازگار شده و گرماگذا

یورتان موجود در محیط را به عنوان تنها منبع کربن مصرف پلي

 کرده و باعث تجزیه آن شود.

یورتان با استفاده از میکروسکوپ بررسی صفحات پلی

 الکترونی نگاره 
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 ني یورتان، از میکروسکوپ الکترومنظور بررسي صفحات پليبه

ه بسازی لازم آماده استفاده شد که بدین منظور مراحل نگاره

 کشت واز ارلن حاوی محیط ابتدا صفحات شرح زیر انجام شد.

ساعت در  2سپس به مدت  .شد جمخمری خار شسو

این  درشود. تثبیت قرار داده شد تا کاملاً  25%گلوتارآلدهید 

انجام شد. ساعت  2به مدت  25%گیری توسط الکل مرحله، آب

ه و یورتان از گلوتارآلدهید خارج شدبدین منظور، صفحات پلي

 2به مدت  25%توسط آب مقطر شستشو شدند و داخل الکل 

 100%و  75، 50. این فرایند برای غلظت های ساعت قرار گرفتند

ود. گیری به صورت کامل انجام شتا درنهایت آب الکل تکرار شد

حاوی چسب  لامشده به منظور مشاهده بر روی صفحات خشک

افه وشش اضای از طلا به عنوان پلایه هاو روی آن کربن منتقل شدند

ه نگار میکروسکوپ الکتروني دستگاه تصویر برداری باشد. درنهایت 

Zeiss  مدلEVO18 انجام شد (Osman et al., 2017). 

 

  نتایج   
توانمند در  های مخمرییهبررسی جداآوری نمونه و جمع

  تولید آنزیم
 4نمونه خاک و پساب بدست آمده از  12در این مرحله از    

و مخمری جداسازی و  جدایه 40مختلف،  جغرافیایي یمنطقه

های میکروسکوپي و ماکروسکوپي ویژگي تا ندسازی شدخالص

حیط ها در مسي قرار گیرد. سپس قابلیت رشد آنها مورد بررنآ

رشد  ي که توانایيهایو جدایه شدسنجیده DLNحاوی ایمپرانیل

 در این محیط را نداشتند، حذف شدند. 

 های مخمریهای آنزیمی جدایهبررسی فعالیت
های آز برای جدایهاستراز، پروتئاز و اورههای آنزیمي تست   

و براساس شدت رنگ و هاله ایجاد شده در  جام شدان حاصل،

 تست های آنزیمي جدایه های دسته بندی شدند. در این مرحله

-های مطرح شده را تولید نميکه هیچ یک از آنزیمجدایه هایي 

در  یه بدست آمد.جدا 9از این مرحله تنها  کردند، حذف شدند.

های شسو انجام شد و تجزیه ایمپرانیل ی بعد، تست کیفيمرحله

ای که تولید ایمپرانیل با توجه به میزان هالهتوانمند در حذف 

ساس نتایج بدست آمده در این . بر ابندی شدنددند، رتبهکر

و  کننده ایمپرانیلبه عنوان بهترین تجزیهNS-10  مرجله جدایه

 انتخاب شد. تولید کننده آنزیم های استراز، اوره آز و پروتئاز

گیری و اندازه منتخب وشهای آنزیمي برای ستستس از انجام پ

فعالیت آنزیمي، براساس  یهای بدست آمده در نتیجهقطر هاله

ترین جام شد. بیشامتیازدهي ان و تغییر رنگ محیط، هاالهاندازه ه

ز، استراز و در نهایت آفعالیت به ترتیب مربوط به آنزیم اوره

  .(1 )جدول پروتئاز به دست آمد

 شناسایی جدایه منتخب 

و  ITSو تعیین ترادف ژن  PCRمولکولي از  شناسایينتیجه    

ژني و همچنین جدایه منتخب  مقایسه توالي بدست آمده در بانک

NS-10  شمتعلق به سو 100% میزان شباهتنشان داد که با 

Sarocladium kiliense سپس در بانک ژني  .استNCBI 

 (.2ثبت شد و شماره دستیابي آن مشخص گردید )جدول 

  S. kilienseزیستی ایمپرانیل توسط بررسی تجزیه
ه منظور بررسي تجزیه از محیط جامد و مایع حاوی ایمپرانیل ب   

ای هاله مشاهدهاستفاده شد.  S .kilienseزیستي این ترکیب توسط 

دهنده توانایي مصرف و شفاف بر روی پلیت حاوی ایمپرانیل نشان

 .(1در این محیط بود )شکل تجزیه ایمپرانیل به عنوان تنها منبع کربن 

بود که با  فعالیت کمي مخمر برتر در جهت تجزیه ایمپرانیل به نحوی

گذشت زمان، تغییرات حاصل در ارلن به وضوح قابل مشاهده بود و 

محیطي که به حال سوسپانسیون در ابتدای آزمایش بود با گذشت 

های سفید رنگ ایمپرانیل شد. مقایسه نتیجه بدست زمان دارای لخته

دهنده در سمت راست با کنترل در سمت چپ نشان 14آمده در روز 

 14 به مدتهای مخمری شمارش کلني(. B 1)شکل  این تغییر است

تا زماني که کاملاً  شروز پس از تلقیح، مصرف ایمپرانیل و رشد سو

. همچنین با گذشت مشاهده شدخوبي به ،شودمنبع کربن حذف 

 دهندهنشانکه  رسیدتا به صفر  فتهیاغلظت این ترکیب کاهش  ،زمان

ایمپرانیل  100%ه به صورت توانست S. kiliense است که واقعیت این

DLN (.2 محیط حذف نماید )شکل را از  

 14منحني آبي مربوط به کاهش جذب نوری طي این  2در شکل    

ر رتر ددهد که با گذشت زمان و فعالیت مخمر بروز است که نشان مي

ا تفته کشت کاهش یاجهت تجزیه ایمپرانیل، غلظت این پلیمر در محیط

وز، ر 14است. همچنین طي این مدت صفر رسیدهدر نهایت به میزان 

ایت ر نهتعداد مخمرهای زنده محیط با گذشت زمان افزایش یافته تا د

یمر ن پلبه حد معیني رسیده و با به اتمام رسیدن منبع کربن که هما

 .(2ایمپرانیل است، تعداد مخمرهای زنده کاهش مي یابد )شکل 

 وپ الکترونی نگارهیورتان توسط میکروسکبررسی صفحات پلی

به منظور بررسي ساختار فیزیکي و پلیمریزه شدن مخمر روی    

 صفحات پلي یورتان از میکروسکوپ الکتروني نگاره استفاده شد.
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 .های منتخبجدایه و تجزیه ایمپرانیل توسط بررسي فعالیت آنزیمي -1 جدول

Table 1. Analysis of enzymatic activities and impranil degradation by selected isolates. 

 

 NS-01 NS-04 NS-07 NS-09 NS-10 NS-12 NS-24 NS-27 NS-38 آنزیم

 + - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ آزاوره

 ++ + + ++ ++ + + + ++ استراز

 - - - - + + + ++ +++ پروتئاز

 - - - ++ +++ - - + + ایمپرانیلاز

 .بالا فعالیت آنزیمي فعالیت آنزیمي متوسط، )+++( آنزیمي ضعیف، )++( فعالیت +(( عدم فعالیت، )-)

(-) no activity, (+) low activity, (++) moderate activity, (+++) high activity. 

  

 
 NCBI.شناسایي مولکولي جدایه منتخب و شماره دستیابي آن در  -2جدول

Table 2. Molecular identification of selected strain and GenBank code in NCBI. 

 

 درصد شباهت ژن مورد نظر نام جدایه منتخب  (GenBank)شماره دستیابي  نام جدایه
NS-10 MF623796.1 Sarocladium kiliense ITS 100% 

 
 
 

 
شفاف شدن محیط مایع  .Bو فعالیت سوش منتخب.  هاله حاصل از تجزیه .S. kiliense .A( توسط B( و مایع)Aدر محیط جامد )  DLNتجزیه ایمپرانیل -1شکل

 . S. kiliense حاصل از فعالیت

Fig.1. Degradation of impranil DLN in solid (A) and broth (B) medium by S. kiliense. A. Clear halos created from 

impranil degradation and activities of designated strain. B. Clearing of broth medium from S. kiliense activity. 
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روز و منحني نارنجي رنگ بیانگر تعداد مخمرهای زنده  14در طي  جذب نوریدهنده منحني آبي نشان S. kiliense توسط DLNزیستي ایمپرانیل تجزیه -2 شکل

 .استموجود در محیط طي همان زمان معین 

Fig. 2. Biodegradation of impranil DLN by S. kiliense. Blue curve shows optical density within 14 days and orange 

curve represents the number of living yeast cells in the medium at the same time. 

 

 
در سطح  S .kilienseوفیلم نمونه تیمارشده دارای بی .10.00K. B×نمونه تیمارنشده بدون تغییرات در سطح  .Aتصاویر میکروسکوپ الکتروني نگاره.  -3شکل 

×5.00K. C.  10.00×نمونه تیمارشده دارای حفره ایجاد شده در سطحK. 

Fig. 3. Scanning electron microscopy. A. Untreated sample without changes on the surface ×10.00K. B. Treated sample 

with producing of biofilm by S. kiliense on the surface ×5.00K. C. Treated sample contain holes on the surface 

×10.00K.
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طح ی تغییرات ایجاد شده بر سدهندهتصاویر بدست آمده، نشان

صفحات، میزان تخریب و همچنین انتشار سوش مخمری برتر بر 

 .(3ل روی صفحه پلي یورتان است که ایجاد بیوفیلم کرده است )شک

 

 بحث    
تاکنون تحقیقات زیادی در جهت جداسازی و شناسایي    

 استیورتان انجام شدهی پليتجزیههای توانمند در ممیکروارگانیس

ای توسط مطالعه .استهای باکتریایي شتر موارد شامل سوکه بیش

 Zafar ام شد که طي آن تعدادی صفحات انج (2014) همکارانو

ماه مدفون شدند و پس  ٦ک کمپوست به مدت یورتان در خاپلي

تان با نمونه یورجمعیت میکربي خاک حاوی صفحات پلياز آن 

های مولکولي مورد دادن و تکنیکبدون صفحه توسط کشت

قارچي با قابلیت مقایسه قرار گرفت و نشان داده شد که جمعیت 

 سطح صفحات منتشر شده ویورتان به سرعت بر استر پليتجزیه پلي

یابد. همچنین کاهش دما باعث افزایش تنوع جمعیت افزایش مي

در  .قارچي روی صفحات شد که با نمونه کنترل بسیار متفاوت بود

باکتری از خاک  (2012) همکارانو   Howard ای دیگر،مطالعه

یورتاناز به تولید آنزیمي به نام پلي جداسازی کردند که قابلیت

وان پلیمری پلاستیکي را دارا بود که تجزیه ایمپرانیل به عن منظور

ساعت اول رشد  5پس از ورود به محیط حاوی آن پلیمر، تا 

ساعت با تشکیل رسوب  9لگاریتمي داشته، ثابت شده و پس از 

های زنده کاهش شدن، تعداد باکتریزیهایمپرانیل حاصل از تج

است. همچنین عکسبرداری توسط میکروسکوپ الکتروني یافته

های زنده و متشکل از باکتری ایمجموعهتشکیل  یانگرنگاره ب

پلاستیک موجود در محیط بود که در نهایت به نام 

Acinetobacter gerneri پژوهشي توسط . شناسایي شد

Russell   انجام شد که طي آن دو قارچ  (2011)  همکارانو

بدست آمدند که توانایي  Pestalotiopsisاندوفیت از جنس 

-دند که هم در محیط هوازی و هم بيورتان را دارا بویتجزیه پلي

تر نشان های دقیقیي تجزیه را داشتند. پس از بررسياهوازی توان

 Shah .است آنزیمي سرین هیدرولازی ،داده شد که مسئول تجزیه

یورتان در خاک و ، با دفن صفحات پلي(2008)و همکاران 

 شدادی سوتوانستند تع ،ماه ٦ها پس از گذشت بررسي آن

 ،.Bacillus spجداسازی و شناسایي کنند که عبارتند از: 
Pseudomonas sp.، Micrococcus sp. ،Arthrobacter 

sp. و Corynebacterium sp.های فراوان به این . پس از بررسي

شدن این صفحات و نتیجه رسیدند که فعالیت استرازی باعث تجزیه

 Cosgrove .استرتان شدهیوایجاد تغییرات بر روی صفحات پلي

ها یورتان و دفن آنسازی صفحات پليبا آماده  (2007)و همکاران

در خاک به مدت چندین ماه مشاهده کردند که در اطراف این 

ها حیات دارند که از صفحات طیف محدودی از میکروارگانیسم

این ترکیب به عنوان منبع کربن استفاده کرده و آن را تجزیه 

محیط اسیدی و خنثي استفاده نمودند و  2دین منظور از کنند. بمي

محیط  2ن که تجزیه در هر در نهایت به این نتیجه رسیدند، با ای

نثي بهتر از محیط اسیدی اتفاق گیرد ولي در محیط خصورت مي

نشان دادند که باکتری  Howard (2002)و  Rowe .افتدمي

Bacillus subtilis یورتان را با پلي قابلیت رشد در محیط حاوی

بررسي کینتیک میکروارگانیسم داشته و همچنین توانایي تجزیه این 

کننده ترکیب را داراست. در نهایت توانستند آنزیم تجزیه

یورتاناز که در واقع فعالیت لیپازی را دارا بود را شناسایي و پلي

آنزیم با فعالیت استرازی و  2جداسازی و شناسایي . جداسازی کنند

یورتان را دارند در جدایه وتئازی که قابلیت تجزیه پليپر

Pseudomonas chlororaphis  توسطRuiz   همکارانو 

مورد بررسي قرار گرفت که در این تحقیق یکي از  (1999)

ها تنها دارای خاصیت استرازی بود در حالي که آنزیم دیگر آنزیم

نیز بود. لذا علاوه بر فعالیت استرازی، دارای فعالیت پروتئازی 

گیری شد که فعالیت استرازی نقش مهمي در این جدایه به نتیجه

هایي که تاکنون تر پژوهشبیش .یورتان داردمنظور تجزیه پلي

کننده انجام شده در جهت یافتن مکانیسم دقیق و عامل اصلي تجزیه

ها احتمال . بسیاری از پژوهشاستیورتان به عنوان پلاستیک پلي

وتئاز به آز و پرسلولي مانند استراز، اورههای خارجمدخالت آنزی

کنند اما این مسئله به صورت قطعي عنوان عامل اصلي یاد مي

یورتان تاکنون به اثبات نرسیده است. به طور کلي مراحل تجزیه پلي

 مرحله خلاصه شده است. این مراحل شامل اتصال یا اضافه سهبه 

شد و انتشار بر سطح میکربي به سطح صفحات، ر ششدن سو

 استیورتان کننده پليهای تجزیهصفحات و در نهایت تولید آنزیم

(Shah et al., 2013) . تری در مورد کمهمچنین گزارشات

که این دسته از  خورد در حاليها و مخمرها به چشم ميکپک

های شها دارای مزایای قابل توجهي نسبت به سومیکروارگانیسم

هایي یت آنزیمتلاش شده است فعال در این پژوهش. هستندباکتریایي 
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یورتان دخیل باشند، بررسي شود در تجزیه پليکه احتمال داده مي

مخمری بدست آمده از محیط  ششده و هم میزان قابلیت سو

، از دو مدل شتر سوشود. همچنین به منظور بررسي بیش بررسي

ایج بدست آمده که براساس نت متفاوت پلیمر پلاستیکي استفاده شد

آز و سلولي استراز، اورههای خارجدر تولید آنزیم شاین سو

به نحوی که پلي به  استیورتان بسیار توانمند پروتئاز و تجزیه پلي

 براساس مقالات کار شدهنماید. تر ایجاد ميهای بیشسمت بررسي

به عنوان  S. kilienseمخمری  شسو تا به امروز، اولین بار است که

نتایج ا مطرح شده است. هیورتانکننده پلیمری از خانواده پليیهتجز

بدست آمده در این پژوهش نشان داد که مخمرها توانمندی بالایي 

 .Sکننده پلیمرهای پلاستیکي داشته و در تولید آنزیم های تجزیه

kiliense  دارای توان بالایي در تجزیه ترکیب مدل ایمپرانیل

DLN تواند در استفاده از قارچ ها به منظور . این نتایج مياست

تجزیه زیستي پلیمرهای پلاستیکي و کمک به پاکسازی محیط 

 کننده باشد.زیست کمک
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