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  سيليومقارچ پني ازترشحي بررسي تجزيه زيستي سيانيد توسط آنزيم نيتريلاز 
  3رضا منصوريانعلي و 1، فاطمه حيدريان2رضا زماني، محمد*1نژادمهديه شهابي

  گروه زيست شناسي ،دانشكده علوم پايه، نوردانش آموزش عاليموسسه ، ميمهايران،  1
  فناوري مولكولي گياهي، پژوهشكده زيستفناوريتيك و زيست، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنايران، تهران 2

  دانشگاه صنعتي مالك اشتر ايران، تهران، 3

  25/10/97 :تاريخ پذيرش  6/12/96  :تاريخ دريافت

  چكيده

هاي فيزيكي و روش. گذاردو سلامت انسان ميزيست  زيست سيانيد تركيبي سمي و بسيار كشنده است كه آثار مخربي بر محيط
از  موجوداتريز از توان تركامل اين مهم منجر به درك. هاي بالا، پر هزينه هستندحتاميايي جهت حذف آلودگي براي مسشي

به صورت تصادفي از پساب معدن طلا حاضر  مطالعه در. استشده خاك و آب آلوده اقتصادي و مؤثر پالايش در هاجمله قارچ
 روش سيانيد، از تجزيهها در توان قارچ سنجش برايسپس  و و شدكشت داده PDAكشت ها در محيطنمونه. برداري شدنمونه

كننده سيانيد به نام در اين پژوهش همچنين به بررسي ميزان فعاليت ويژه آنزيم تجزيه. شد استفاده اسيدپيكريك گيرياندازه
بنزونيتريل در حضور آنزيم  .شدسيليوم پرداختهپنيكشت قارچ مولار سيانيد، در محيطميلي 10و  5، 2، 0هاي نيتريلاز در غلظت

نانومتر  238اسيد در بنزوئيكميزان توليد ميزانجهت تعيين فعاليت آنزيم نيتريلاز . كنداسيد و آمونياك مينيتريلاز توليد بنزوئيك
منظور به .آمدم نيتريلاز بدستاسيد، فعاليت آنزيآمده از جذب بنزوئيكبا كمك منحني استاندارد بدست. شدارزيابيارزيابي 

نتايج حاكي از افزايش ميزان فعاليت ويژه . استفاده شد t-testو  ANOVA هاي آماريها از آزمونبررسي سطح معناداري داده
مولار سيانيد، فعاليت ويژه ميلي 10تا  0نحوي كه از غلظت به ،كشت استاين آنزيم همگام با افزايش غلظت سيانيد به محيط

 هاي مختلف سيانيد، غلظت سيانيد باقيكشت قارچ حاوي غلظتهمچنين در محيط. استدرصد افزايش يافته 26نزيم نيتريلاز آ

ميلي مولار توانائي تجزيه سيانيد را به  10نتايج بيانگر آن است كه قارچ پني سيليوم تا غلظت  .است درصد كاهش يافته 52مانده 
كشت داراي اثر القايي است و خود نشان مي دهد و همچنين اضافه كردن سيانيد به محيط قاومت بالائي ازخوبي داشته و م

  .استيافتهكننده را افزايش مي دهد و متقابلاً همراه با بالا رفتن فعاليت آنزيم، ميزان تجزيه سيانيد نيز افزايشفعاليت آنزيم تجزيه

  سيليومز، قارچ پنيتجزيه زيستي، سيانيد، آنزيم نيتريلا: كليدي واژه هاي

    Mahdiyeh.shahabi@gmail.com:، پست الكترونيكي 09132099455 :نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
 منتشرزمين  كره روي دراي طور گسترده تركيبات سيانيد به

هاي صنعتي، تركيبات  در اثر در اثر فعاليت. )8( است شده
  تيوسياناتآلوده به سيانيد از قبيل هيدروژن سيانيد، 

(SCN-) و سيانات (CNO-  هاي صنعتي به عنوان پساب به
طور طبيعي نيز سيانيد به. شوند زيست تخليه مي محيط

گياهان يك . شودتوليد مي موجوداتتوسط بسياري از 
سيانيد در گياهان . شده از توليد سيانيد هستندهمنبع شناخت

ها و تريبندپايان، باك. به عنوان يك مكانيسم دفاعي است
سيانيد به ميزان . توانند سيانيد را توليد كنندها نيز ميقارچ

هاي نيتريل كشدليل استفاده از آفتبه زيادي در كشاورزي
سيانيد به منظور استخراج طلا از سنگ معدن . شودتوليد مي

سيانيد با  .گيرددر بسياري از كشورها مورد استفاده قرار مي
  ها را حلشود و آنمجتمع ميفلزات سنگين مانند طلا 
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شدن طلا از سنگ معدن را ايجاد كند و امكان شستهمي
  .)11و  6( كندمي

 تركيبات پروبيوتيك سنتز در كه است مولكولي سيانيد
نيتروژن  بازهاي و آمينواسيدها قبيل از مختلف نيتروژن دار

 شيميايي الگوي يك داراي سيانيد). 21( كند مي شركت دار
 و 15( دارد وجود)  C≡N(سيانو گروه يك آن در كه است

 نيتريل يا آلي و) HCN( معدني صورت دو به سيانيد). 16
)RCN (شودمي توليد )14.( 

 متوقف ميتوكندري در را سنتتاز ATP فعاليت سيانيد
 و گياهان اما يابد؛ مي كاهش تنفس سرعت به و كند مي

 هستند مقاوم سيانيد به كه دارند وجود مختلفي موجودات
 با. اند داده توسعه را ATP توليد متناوب مسيرهاي چون
 مسير توسط اكسيژن اتم به الكترون انتقال سيانيد وجود

 زيست پالايي). 10( گيردمي انجام) AOX( آلترناتيو
 مطلوب محيطي شرايط حضور در موجوداتريز از استفاده

 با). 4( است آلوده مواد تجزيه منظوربه كافي مغذي مواد و
-ريز از وسيعي طيف دارد؛ سيانيد هك سميتي وجود

 مصرف يا تجزيه را آن كه اند شده شناخته موجودات
  ).12( كنند مي

 Von بوسيله موجوداتريز بوسيله هيدروژن سيانيد توليد

loseoke در راآن او كه زماني شد،داده نمايش 1871 در 
Marasmius oreades كرد مشاهده.  

Locquin  گونه 300 كه بيان نموده 1989در سال 
 وجود آسكوميست چندين و جنس 52 از بازيديوميست

 چندين بيوتيكي آنتي فعاليت. كنند مي سيانيد توليد كه دارند
 توليد با مرتبط ها باكتري و ها قارچ ديگر عليه سيانوژن قارچ
 توليد Fomes scutelatus توسط سيانيد و هاست آن سيانيد
 جوانه رشد و كاهو هاي دانه رويش از كه استشده

   .)1( كند مي جلوگيري

 افزايش كه رسيدند نتيجه اين به) 1391( همكاران و مغانلو
 تجزيه توانايي ميزان گياهان با همزيست ريزموجودات

 ميزان بيشترين. دهدمي افزايش را گياهان توسط هاآلاينده
 ميكوريزا قارچ تيمار با درصد، 85 مقدار با هاآلاينده تجزيه

 . استشده مشاهده گرتجزيه هايباكتري و

هاي فيزيكي و شيميايي جهت حذف آلودگي از روش
-اً كم كاربرد دارند و براي مساحتمناطق با وسعت نسبت

هاي آلوده به مواد صنعتي، مواد نفتي، هاي زياد نظير خاك
. هاي معدنكاري و نظاير آن بسيار پرهزينه هستندمحل

 هايآوريبه فن تيابيدس براي تلاش در صنعتي كشورهاي

 اين هستند كه پيشتاز و پيشگام كارآمد، و ارزان پالايش

 محيطي وزيست مسايل اهميت زا صحيح درك از نشاني

محيطي زيست معضلات با برخورد در هاآن آگاهانة تلاش
 از توان ترلكام درك به هاتلاش اين مجموعه .باشدمي

خاك و آب  قتصاديا و مؤثر پالايش در هاارگانيسموميكر
  ).4( است انجاميده آلوده

 كه دادند نشان ايمطالعه در) 1392( همكاران و زماني
 توسعه و رشد كاهش سبب خاك در آلاينده مواد حضور
 ذرت گياه هوايي اندام عملكرد كاهش نيز و خاك در ريشه
 ضمن ذرت گياه در اندوفايت قارچ حضور و گرديد
 هايريشه افزايش سبب خاك در هاريشه رشد افزايش
 قارچ حضور. گرديد نيز نفتي مواد به آلوده مناطق در فرعي

Piriformospora indica كل بيشتر كاهش سبب گياه در 
- شده قارچ بدون گياهان به نسبت ريزوسفر در نفتي مواد

  .بود

- روش از سيانيد، حذف براي )2011( همكاران و آلماگرو

 بسيار ها روش اين كه شود مي استفاده شيميايي هاي
 خطرناك جانبي محصولات طرفي از و بوده پرهزينه
 روش به سيانيد حذف مقابل، در. كنند مي توليد را ديگري
  .است خطر بدون و ترهزينه كم زيستي،

 Marasmus Ordeades در پژوهشي بيان كرد )1998( نولز
 به سيانيد هيدرليز طريق از برفي كپك بازيديومسيت و

 عنوان به هيدراتاز، سيانيد آنزيم از استفاده با فرماميد
  . اند شده شناخته سيانيد كننده تجزيه
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 هيدروژن) CHTS( هيدراتاز سيانيد) 2014( ريناگلوا
 را شود مي آزاد سيانوژنيك گليكوزيدهاي از كه سيانيدي

 هاي قارچ در بار¬اولين سيانيد هيدراتاز كنند، مي زدايي سم
 ,Stemphylume loti Leptopheria maculuns( گياه پاتوژن

Gloeocercospora sorghi, Fusarium geneus (گزارش 
  .شد

 مورد گونه دو كه نمود اعلام پژوهشي در) 2005( ازي
 سيانيد تركيبات تجزيه به قادر Trichoderma از بررسي
 گلوكز و كربن منبع عنوان به سيانيد از هاسويه اين. هستند
 در دهدمي نشان پژوهش اين ينهمچن. كنندمي استفاده
 تخريب ميزان شود اضافه گلوكز سوبسترا به كه صورتي
  .يابدمي افزايش

 كنندهتجزيه هايآنزيم بررسي به پژوهشي در) 2002( ازي
 هايسويه كه رسيد نتيجه اين به و پرداخته سيانيد هيدروژن

  و Trichoderma harzianum هايقارچ از بررسي مورد
T. pseudokoningi و هيدراتاز سيانيد آنزيم دو كمك با 

  .هستند سيانيد تجزيه به قادر ردوناز

 14 ميان از كه رسيد نتيجه اين به) 1996( همكاران و پريرا
 سويه يك سيانيد به آلوده صنعتي پساب از شده جدا قارچ

 پساب در سيانيد تحمل به قادر Fusarium oxysporum از
 به توانايي اين و است انيدسي حاوي كشتمحيط و صنعتي
 آنزيم توسط سمي غير آميد¬فرم به سيانيد تبديل دليل
  . باشدمي هيدرولياز آميدفرم

 كه دادند نشان) 2008( همكاران و باسيل پژوهشي در
  و Neurospora crassa مانند هاييقارچ

Aspergillus nidulans كمك با سيانيد تخريب به قادر 
 ميزان N .crassa.باشند مي تريلازهاني و هيدراتاز سيانيد
 طيف در و كند مي تخريب را سيانيدي تركيبات از بيشتري
  .است پايدار بالا دماي و PHاز وسيعي

 مسيرهاي و هامكانيزم بررسي به) 2010( همكاران و گوپتا
 صنعتي هاي پساب از سيانيد پاكسازي به مربوط آنزيمي

 با موجوداتريز از يبسيار كه كنندمي بيان و پردازندمي
-آمينوآلفا اسيد، گلوتاميك آلانين، توليد به سيانيد از استفاده

  . پردازندمي سيانوآلانين بتا و اسيد بوتيريك

 در كه دادند نشان پژوهشي در) 2005( همكاران و ازي
 به گندم و نخود دانه كه صورتي در سيانيد به آلوده محيط
 به ،باشندشده شتهآغ Fusarium و Trichoderma قارچ
  .دارد خوبي رشد گياه سيانيد كاتابوليسم افزايش دليل

 گياهان پاتوژن كه هايي قارچ از بسياري) 1976( نولز
 كه كنند مي توليد را سيانيدهيدراتازي هستند، سيانوژن
-فرم به را HCN روش اين به و شود مي القا سيانيد توسط

  .دنكن مي تبديل آميد

 در سيانيد تجزيه كه است داشته بيان) 1992( ريبوك
 صورت هيدراتاز سيانيد آنزيم با گياهي پاتوژن هاي قارچ
  . كند مي توليد آميدفرم كه گيرد مي

 همزمان حذف بررسي به پژوهشي در) 2016( مارتينكوا
 در هيدراتاز سيانيد و تيروزيناز توسط سيانيد و فنل

 ادغام هك دهدمي نشان نتايج و است پرداخته كك فاضلاب
 براي را جديدي هايراه تيروزيناز و هيدراتاز سيانيد
  .كندمي فراهم پيچيده آلودگي با هافاضلاب زيستي اصلاح

ها به آمونياك و  نيتريلاز هيدروليز نيتريل  آنزيم
نيتريلازها منجر به . كنند يماسيد را كاتاليز كربوكسيليك

ر گياهان، ها و تغييرات پس از ترجمه د بيوسنتز پروتئين
  . دنشو مي ها ها و برخي پروكاريوت ان، قارچجانور

-CN+H2O→RCONH2 نيتريلاز  

نيتريلاز در كل فعاليتش را با طيف وسيعي از سوبستراهاي 
 CynD )Cyanideو  CHT وجود نيباادهد،  نيتريل نشان مي

dihydratase ( اختصاصيت بالايي براي هيدروژن سيانيد
ها بروز هند؛ اما فعاليت خيلي كمي با نيتريلد نشان مي

ها به عنوان هيدروليزكننده نيتريل ها به اگرچه آن. دهند مي
اما سوبستراهاي  ،اسيد مربوطه و آمونياك شناخته شدند

. )10( طبيعي بيشتر نيتريلازها مشخص نشده است
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نيتريلازها براساس اختصاصيت سوبسترا به سه دسته تقسيم 
نيتريلازهاي آروماتيك كه از گياهان . 1 شوند يم

 و .Nocardia spيي از قبيل ها سميارگان. اند جداشده
Fusarium solani ي آروماتيك، ها ليترين به تجزيه قادر
ي ها ليتريننيتريلازهايي كه . 2. هستندمثل بنزونيتريل 

ي ها ليترينبر روي  توانند ينم كنند يمك را تجزيه آروماتي
  .ي داشته باشندريتأثآليفاتيك 

Rhodococcus rhodochrous K22  ي آليفاتيك ها ليتريناز
سوبستراي اختصاصي استفاده  عنوان بهمثل آكريلونيتريل، 

 آلكاليژنزدر  كه نوع جديدي از نيتريلاز ميكروبي .3 كند يم
كه وجود دارد ) JM3 )nes faecalis JM3Alcaligeفكاليس 

) arylacetonitrilase( لازيتريعنوان آريل استون به
عمل آنزيم نيتريلاز به  مكانيسم .)6، 2( شده است بندي طبقه

اين صورت است كه توسط گروه تيول يك حمله 
مراحل بعدي  .گيردنوكلئوفيلي به كربن نيتريل صورت مي
كردن اتم نيتروژن حمله توسط دو مولكول آب و پروتونه

  .)10( استشده تبديلاست كه به فرم آمونياك 

 و انسان سلامت براي سيانيد معايب و خطرات به توجه با
صورت  مطالعات نتايج گرفتن نظر در با و زيستمحيط
 رسيد نتيجه اين به توانمي زيست پالايي با رابطه در گرفته

 پيشرفته فناوري هاي از يكي زنده موجودات از استفاده كه
 مقايسه در( كمتر هزينه با تواندمي كه است زمينه در اين

- اثر و تروسيع مقياس رد ،)شيميايي و فيزيكي هايروش با

 مشكل اين و آمده بشري جوامع كمك به بالاتر بخشي
با توجه به اهميت تجزيه سيانيد توسط  .نمايد رفع را بزرگ

و نقش كليدي آنزيم نيتريلاز در فرايند  ريزموجودات
ها، هدف اصلي اين تحقيق بررسي تجزيه سيانيد در قارچ

هاي مختلف تميزان فعاليت اين آنزيم تحت تاثير غلظ
 اين .گيري ميزان تجزيه سيانيد استسيانيد و اندازه

 آنزيم توسط سيانيد زيستي تجزيه بررسي به پژوهش
 مناسب راهكار تا استپرداخته سيليومپني قارچ در نيتريلاز

 صنايع محيطي زيست هايآلاينده زيستي تجزيه منظور به
  .دهد ارائه را طلا معدن جمله از مختلف

  هاروشمواد و 
تجزيه سيانيد آزاد توسط ميزان بررسي در اين پژوهش به 

كشت قارچ در محيط ابتدا. شدسيليوم پرداختهپنيقارچ 
-ميلي 10و  5، 2( هاي مختلف سيانيدمايع در غلظت

كشت محيطبعد از گذشت هفت روز  .شدكشت داده)مولار
و قارچ در درون فويل پيچيده را با كاغذ صافي فيلتر كرده 

درجه  60در دماي منظور بررسي وزن خشك بهدر آون و 
ساعت وزن  72الي  48بعد از گذشت . قرار داده شد

منظور از محلول زيري نيز به .شد گيريخشك قارچ اندازه
از  ،قارچكشت مانده در محيطميزان سيانيد باقيتعيين 

در اين روش  .استفاده شد اسيدسنجي پيكريكطريق رنگ
مولار ميلي 500كربنات درصد و سديم 5/0سيد ااز پيكريك
كشت در يك گيري سيانيد محيطبراي اندازه. استفاده شد

كشت محيط ميكروليتر 100 ،يميكروليتر 180واكنش 
 80است به همراه حاوي سيانيد كه در آن قارچ رشد كرده

ي شاهد عنوان نمونهبه. شداسيد اضافه پيكريك ميكروليتر
 ميكروليتر 80آب مقطر به همراه  يترميكرول 100از 

بعد از تغيير رنگ جذب آن در . شداسيد استفادهپيكريك
ميزان سيانيد مصرفي توسط . شدگيري نانومتر اندازه 492

گيري اختلاف جذب بين كنترل منفي قارچ از طريق اندازه
 . )18، 3( كشت قارچ تعيين شدو محيط

مقدار :  PDA= Potato dextrose agarكشت جامد محيط
به مقدار آب مقطر آگار پوتيتو دكستروز نياز از پودر  مورد

دقيقه در  15زمان   سپس به مدت .شدمورد نياز اضافه
 50اينكه دماي آن به  از بعد. دياتوكلاو گرد C ˚ 121دماي

-ريخته بار مصرفيكهاي كاهش يافت به پليت C ˚ 60تا

ا به يخچال با ه آنكشت، پس از منعقد شدن محيط .شد
  ).2( نديدمنتقل گرد C ˚4دماي

منظور تهيه به:  PD= Potato dextrose كشت مايعمحيط
زميني قطعه قطعه شده را در توان سيبمي  PDكشتمحيط
صورت يك سوسپانسيون نسبتا غليظ مقطر پخته و بهآب

زميني را به يك ارلن سپس مايع صاف شده سيب. درآورد
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ميزان لازم قند دكستروز را به آن افزوده و منتقل نموده و به 
مقطر، حجم را به يك ليتر رسانيده و با افزودن مجدد آب

  ).2( شودبا كمك اتوكلاو محلول تهيه شده استريل مي

اسيد  نزوئيكببجهت تعيين فعاليت آنزيم نيتريلاز از جذب 
 ميكروليتر 15در اين روش . استفاده گرديدنانومتر  238در 

 بافر ميكروليتر 250مولار در متانول، ميلي 10ونيتريل از بنز
 5به همراه  ،ppH=  8مولار با ميلي Tris/ Hcl 50بافر 

درجه  45در  كشتآنزيم ترشحي در محيطاز  ميكروليتر
 دقيقه واكنش با 5بعد از گذشت . شدقرار دادهسانتيگراد 

شود و جذب در توقف ميمولار م HCl 1 ميكروليتر 30
بنزونيتريل در حضور آنزيم  ).22( شدنانومتر خوانده 238

با ). 17( كنداسيد و آمونياك مينيتريلاز توليد بنزوئيك
اسيد، آمده از جذب بنزوئيككمك منحني استاندارد بدست
در اين پژوهش يك . آمدفعاليت آنزيم نيتريلاز بدست

آنزيم برابر است با مقدار آنزيمي كه يك ) Unit( يونيت
  . مول محصول در دقيقه ايجاد كندروكيم

همچنين به منظور محاسبه فعاليت ويژه آنزيم از طريق 
غلظت كشتمحيط در ترشحي آنزيم غلظتروش برادفورد 

ترشحي در  فعاليت ويژه آنزيم واندازه گيري و پروتئين 
  :آمدزير بدست رابطهاز  كشتمحيط

  
  نتايج

 اسيد روپيكايزوپ به اسيدپيكريك سيانيد، حضور در
 سيانيد غلظت با مستقيم رابطه رنگ شدت و شدهتبديل
 در قارچ كشت از روز هفت گذشت از پس. دارد آزاد

) مولار ميلي 10 و 5 ،2 ،0( سيانيد مختلف هايغلظت
 داده نشان 1 شكل در كه اسيدپيكريك سنجي رنگ نتايج
 سيانيد غلظت افزايش با كه است آن بيانگر است شده
  .استشده ايجاد تيره تا روشن پرتقالي رنگ از طيفي

  
  حاوي سيانيد قارچ كشتتغيير در شدت رنگ محيط -1 شكل

با  ،كشت قارچمانده در محيطغلظت سيانيد باقي1 شكلدر 
مولار ميلي 15و  10، 5، 2 ترتيبكه ب غلظت اوليه سيانيد

  .استمقايسه شده باشدمي

  
  كشت قارچمانده در محيطت سيانيد باقيغلظت ابتدايي سيانيد و غلظ -2شكل 

دهد با افزايش غلظت سيانيد نشان مي2شكل طور كه همان
مولار توان تجزيه سيانيد توسط قارچ نيز بالا ميلي 10تا 
مولار توان تجزيه سيانيد ميلي 15اما در غلظت  ،رودمي

  . استكاهش يافته

از آزمون ها منظور بررسي وجود تفاوت معنادار بين دادهب
  .شدتست استفادهآماري تي
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 سيليومهاي مختلف سيانيد در قارچ پنيدر غلظت t-testآزمون  -1جدول 

 انحراف از ميانگين انحراف معيار ميانگين 
95% confidence 
interval of the 

difference T 
درجه 
 Sig(2- tailed) آزادي

 بيشترين كمترين
mM   59/0 2غلظت   mM 164/0  094/0  18/0  1 23/6  2 025/0  
mM   68/3 5غلظت   mM 119/0  068/0  38/3  98/3  43/53  2 000/0  
mM   26/9 10غلظت   mM 122/0  07/0  95/8  56/9  76/ 2 000/0  
mM  68/6 15 غلظت  mM 21/0  123/0  153/6  21/7  05/54  2 000/0  

تست نيز حاكي از وجود اختلاف معنادار نتايج آزمون تي
مانده در سيانيد و غلظت سيانيد باقياوليه  اوليه لظتبين غ
  .باشدكشت قارچ ميمحيط

 3شكل در مرحله بعد وزن خشك قارچ مطابق آنچه در 
  .آمدشود، بدستملاحظه مي

  
  مولار و وزن خشك شاهدميلي 15و  10،  5، 2 يهامقايسه وزن خشك قارچ در غلظت -3شكل 

اثر اضافه شدن سيانيد به  دهد كه درنيز نشان مي 3شكل 
است و قارچ از كشت قارچ، رشد قارچ متوقف نشدهمحيط

است منابع غذايي را در اختيار طريق تجزيه سيانيد توانسته
مولار وزن ميلي 10خود قرار داده و رشد كند و تا غلظت 

يعني منابع غذايي زيادتري در  ،استقارچ زيادتر شده
مولار رشد ميلي 15اما در غلظت . استاختيار قارچ بوده

ولي با اين وجود اين قارچ  ،استقارچ كاهش يافته
  .استتوانسته در اين غلظت نيز زنده بماند و از بين نرفته

  

 هاي مختلفدر غلظت سيليوممربوط به وزن خشك قارچ پني t-testآزمون  -2جدول 

 انحراف معيار ميانگين 
انحراف از 
 ميانگين

95% confidence interval 
of the difference T 

درجه 
 بيشترين كمترين Sig(2- tailed) آزادي

mM  028/0 001/0 2 غلظتدر  وزن شاهد  00066/0  025/0  031/0  43 2 001/0  
mM  017/0 003/0 5در غلظت  وزن شاهد  002/0  008/0  025/0  16/8  2 015/0  
mM  006/0 0005/0 10در غلظت وزن شاهد   0003/0  005/0  008/0  20 2 002/0  
mM  042/0 0005/0 15در غلظت  وزن شاهد  0003/0  041/0  044/0  128 2 000/0  
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دار بين وزن دهنده وجود تفاوت معنانشان 2 نتايج جدول
 15و  10، 5، 2هاي در غلظتها خشك شاهد و نمونه

  .باشدميمولار ميلي

يتريلاز توليد بنزوئيك اسيد و بنزونيتريل در حضور آنزيم ن
با كمك منحني استاندارد بدست آمده از . كندآمونياك مي

  .آمدجذب بنزوئيك اسيد، فعاليت آنزيم نيتريلاز بدست

سيليوم ه با فعاليت ويژه آنزيم نيتريلاز در قارچ پنيدر رابط
 هاي مختلف سيانيد مطابقويژه در غلظت نيز، فعاليت

  .باشدمي 4 شكل

  
 سيليومهاي مختلف سيانيد در قارچ پنيفعاليت ويژه آنزيم نيتريلاز در غلظت -4 كلش

 غلظت افزايش با همراه دهدمي نشان 4 شكل كه همانطور
 با رابطه در. رودمي بالا هم نيتريلاز آنزيم فعاليت سيانيد
 فعاليت نيز، سيليومپني قارچ در نيتريلاز آنزيم ويژه فعاليت
  .مي باشد 3 جدول مطابق سيانيد مختلف ايغلظته در ويژه

بيانگر آن است كه با افزايش غلظت سيانيد،  3جدول 
  .استفعاليت ويژه آنزيم افزايش يافته

هاي مختلف سيانيد فعاليت ويژه آنزيم نيتريلاز در غلظت - 3جدول 
  سيليومدر قارچ پني

 غلظت سيانيد فعاليت ويژه آنزيم
342/0  0 

372/0  2mM 

797/0  5mM 

301/1  10mM 

 
  

  سيليومتحليل واريانس غلظت آنزيم نيتريلاز در قارچ پني -4جدول 

 
مجموع 
 مجذورات

 F Sig ميانگين مجذورات درجه آزادي

 بين گروهي
 درون گروهي

 كل

208/0  

003/0  

212/0  

3 

8 

11 

069/0  

000/0  

8/169  000/0  

  

يوم سيلتحليل واريانس غلظت آنزيم نيتريلاز در قارچ پني
در واقع در مقايسه . دهنده معنادار بودن آزمون استنشان

  .هاي مختلف تفاوت معنادار وجود داردبين ميانگين گروه

بيانگر آن است كه با افزايش غلظت سيانيد،  5 شكل
نتايج آزمون دانكن  .استفعاليت ويژه آنزيم افزايش يافته

 2و  0ها به جز در غلظت ي ميانگيندهد كه همهنشان مي
  .مولار سيانيد با هم تفاوت معنادار دارندميلي
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  سيليوممقايسات ميانگين غلظت آنزيم نيتريلاز در قارچ پني -5شكل 

  سيليومتحليل واريانس غلظت پروتئين در قارچ پني -5جدول 
مجموع  

 مجذورات
 درجه آزادي

ميانگين 
 مجذورات

F Sig 

 بين گروهي
 درون گروهي

 كل

000/0  

000/0  

000/0  

3 

8 

11 

000/0  

000/0  

5/389  000/0  

دهنده سيليوم نشانتحليل واريانس قارچ پني 5جدول 
  .معنادار بودن آزمون است

بيانگر تفاوت غلظت پروتئين كل در قارچ پني  6شكل 
هاي مختلف است كه نتايج آزمون دانكن سيليوم در غلظت
 .استشده ها به نمايش گذاشتهنيز بر روي ستون

  
 سيليوممقايسات ميانگين غلظت پروتئين در قارچ پني -6 شكل

شود بيانگر آن است كه با افزايش غلظت آنچه ملاحظه مي
كشت قارچ فعاليت ويژه آنزيم نيتريلاز نيز سيانيد در محيط

يابد و در نتيجه ميزان تجزيه سيانيد در محيط افزايش مي
در اختيار  رود و منابع غذايي لازم براي رشد قارچبالا مي

مولار كه توان ميلي 15در غلظت . شودقارچ قرار داده مي
وزن  متقابلاًٌ ،استقارچ براي تجزيه سيانيد كاهش يافته

يافته و علاوه بر اين ميزان آنزيم هم كاهش قارچ نيز كاهش
  . يابدمي

  گيريبحث و نتيجه
هاي انجام شده بر تحقيقات گذشته بيانگر آن است بررسي
اكثر اين تحقيقات تمركز اصلي بر روي دو جنس كه در 

هاي مختلف اين دو اصلي تريكودرما و فوزاريوم و گونه
گيري فعاليت آنزيم جنس براي تجزيه سيانيد و اندازه
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نجام گرفته و در تحقيقات معدودي به فعاليت ا نيتريلاز
است كه سيليوم اشاره گرديدهتجزيه سيانيد توسط قارچ پني

  .دو تحقيق زير اشاره نمود مي توان به

به اين نتيجه رسيدند ) 1998(باركلي و همكاران 
 Fusarium solani , Trichodermaكه

polysporum,Fusarium oxysporum, Scytalidium 

thermophilum, Penicillium miczynski  قادر به رشد در
به  ]K4Fe(CN)6[محيط كشت با وجود هگزا سيانو فرات 

 رشد .اسيدي هستند نبع نيتروژن تحت شرايطعنوان تنها م
 بود، همراه كشت روييمايع از سيانيد تدريجي حذف با

-يافته كاهش كل سيانيد از ٪50 حداقل رشد، پايان از پس

  .است

در پژوهشي به بررسي برخي ) 2010(اوزل و همكاران 
-هاي مربوط به تخريب زيستي در برخي از سويهويژگي

 Polyporus arcularius (Tشاملها هاي بازيديوميست

438), Schizophyllumcommune (T 701), 
Clavariadelphus truncatus (T 192),Pleurotus eryngii 
(M 102), Ganoderma applanatum (M 105), 
Trametes versicolor (D 22), Cerrena unicolor (D 

30), Schizophyllum commune (D 35)   و)Ganoderma 

lucidum (D 33 از ميان آنها. استپرداخته P. arcularius, 

S. commune   وG. lucidum  نقش بيشتري در تجزيه
 بهP. arcularius سيانيد داشتند و از بين اين سه سويه نيز 

-عنوان بهترين سويه با توجه به شرايط اپتيمم پيشنهاد شده

  .است

سياري از دهنده توانايي بآمده از مقالات نشاننتايج بدست
  ،Trichoderma harzianumها از جملهقارچ

T pseudokoningi  ، Fusarium oxysporum ، 
Aspergillus nidulans  ،Neurospora crassa  و

Penicillium ديگر . و غيره براي تجزيه زيستي سيانيد است
هاي ديگر است كه تحقيقات انجام گرفته بر روي قارچ

  :باشندمي مواردي از آنها به شرح زير

در پژوهشي اعلام نمود كه دو گونه مورد ) 2005( ازي
قادر به تجزيه تركيبات سيانيد  Trichodermaبررسي از 

ها از سيانيد به عنوان منبع كربن و گلوكز اين سويه. هستند
سرعت بالاي  شده انجامي ها شيآزما). 8( كننداستفاده مي

را در  Trichodermaهاي  كاتابوليكي سيانيد توسط گونه
 رسد يمنظر به. دهد يمنشان  Fusariumهاي  مقايسه با گونه

طور  به ،عنوان متابوليت همراه باشد اگر گلوكز به
ي سرعت تجزيه سيانيد را از طريق گذر زمان رگذاريتأث

در پژوهشي به بررسي ) 2002( ازي. )13( دهد افزايش مي
ه و به اين كننده هيدروژن سيانيد پرداختهاي تجزيهآنزيم

-هاي مورد بررسي از قارچنتيجه رسيد كه سويه

با  T. pseudokoningiو   Trichoderma harzianumهاي
كمك دو آنزيم سيانيد هيدراتاز و رودانس قادر به تجزيه 

به اين نتيجه ) 1996( پريرا و همكاران. )7( سيانيد هستند
قارچ جدا شده از پساب صنعتي  14كه از ميان  ندرسيد

قادر  Fusarium oxysporumلوده به سيانيد يك سويه از آ
كشت حاوي به تحمل سيانيد در پساب صنعتي و محيط

آميد سيانيد است و اين توانايي به دليل تبديل سيانيد به فرم
در . )19( باشدآميد هيدرولياز ميسمي توسط آنزيم فرمغير

-نشان دادند كه قارچ) 2008( پژوهشي باسيل و همكاران

 Aspergillus nidulans  و Neurospora crassaهايي مانند 
قادر به تخريب سيانيد با كمك سيانيد هيدراتاز و 

در پژوهشي در سال  ازي و لينچ .)6( باشندنيتريلازها مي
به اين نتيجه رسيدند كه افزايش غلظت سيانيد در  2005
كشت قارچ منجر به افزايش وزن خشك قارچ محيط
تست در اين ز آزمون تيهاي حاصل اداده ).8( شودمي

هاي اوليه دهنده تفاوت معنادار بين غلظتنشان پژوهش نيز
كشت و وزن خشك هاي نهايي سيانيد در محيطو غلظت

باشد هاي مختلف ميشاهد و وزن خشك نمونه در غلظت
است كه، همراه با افزايش غلظت سيانيد ميزان كه بيانگر آن

  . استزن خشك نمونه بالا رفتهتجزيه سيانيد و و

-برخي قارچ طبق نتايج مقالات مورد مطالعه و اين پژوهش

كننده سيانيد هستند و از هاي تجزيهقادر به توليد آنزيم ها
اين طريق هم كربن و گلوكز مورد نياز براي رشد را در 

زيستي سيانيد دهند و هم به تجزيهاختيار خود قرار مي
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 سيانيد، از تجزيه سنجش حاضر براي لعهمطا در .پردازندمي

 روش براي اين .شد استفاده اسيدپيكريك گيرياندازه روش

 فلز- سيانيد ضعيف هايكمپلكس و آزاد سيانيد سنجش

 52دهنده كاهش كه نتايج نشان. گيردمي قرار استفاده مورد
كشت حاوي قارچ درصدي غلظت سيانيد در محيط

فعاليت ويژه آنزيم نيتريلاز  بادر رابطه  .سيليوم استپني
باشد به اين ها ميدهنده تفاوت معنادار بين دادهنشاننتايج 

با افزايش غلظت سيانيد، فعاليت ويژه آنزيم نيز  معني كه،
توان به اين نتيجه رسيد كه مي بنابرايناست، افزايش يافته

كشت داراي اثر القايي است و اضافه كردن سيانيد به محيط

همراه با  برد و متقابلاًكننده را بالا ميت آنزيم تجزيهفعالي
يافته و بالا رفتن فعاليت آنزيم، ميزان تجزيه سيانيد افزايش

در نتيجه منابع كربن و نيتروژن بيشتري در اختيار قارچ 
بنابراين . استقرار گرفته كه منجر به رشد بيشتر قارچ شده

ي رستي راهكااصلاح زيبا توجه به نتايج اين پژوهش، 
هاي آلوده و خاك صرفه براي درمان آببهموثر و مقرون

هاي فيزيكي و شيميايي كه در مقايسه با روش، باشدمي
با بهبود شرايط همچنين  .گذاردتاثير كمتري بر محيط مي

 ميزان تجزيه توان، ميريزموجوداتمحيطي براي فعاليت 
  .دادافزايش  ها رازيستي توسط آن
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Abstract 

The cyanide is a toxic and very lethal compound that has devastating effects on the 
environment and human health. Physical and chemical methods are very costly to 
remove contamination in high large areas. This fact leads to understanding of the 
potential of microorganisms, including fungi, in the effective and economical 
purification of soil and contaminated water. In this study, a random sample was taken 
from a gold mining wastewater. Samples were cultured in a PDA medium. Then, to 
evaluate the ability of fungus to measure the fungal power in cyanide decomposition, 
Picric acid method was used. Take In this study, the specific activity of the cyanide 
degrading enzyme called nitrilase in concentrations of 0, 2, 5 and 10 mM cyanide was 
investigated in Penicillium fungus culture media. To determine the nitrilase activity of 
the spectrophotometer and to absorb benzoic acid at 238 nm. Benzonitrile produces 
benzoic acid and ammonia in the presence of nitrilase enzyme. With the help of the 
standard curve obtained from the absorption of benzoic acid, the activity of the nitrilase 
enzyme was obtained. To analyze the significance level of data, ANOVA and T. test 
tests were used. The results indicate an increase in the specific activity of this enzyme in 
conjunction with an increase in the concentration of cyanide in the culture medium. As 
a result of a concentration of 0 to 10 mM cyanide, the specific activity of the nitrilase 
enzyme increased by 26%. Also, in the culture medium containing different 
concentrations of cyanide, the remaining cyanide concentration decreased by 52%. 
Therefore, it can be concluded that the addition of cyanide to the induction-induced 
environmental medium has increased the activity of the degrading enzyme and, together 
with the increase in enzyme activity, the cyanide decomposition rate is also increased. 

Key words: Biodegradation, Cyanide, Nitrilase enzyme, Penicillium mushroom 

 

 


