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مولد آنزیم ارگانوفسفات هیدرولاز درسم زدایی  زیبررسی عملکرد میکروارگانیسم خاک

 ترکیبات ارگانوفسفره )دیازینون( و ارزیابی خواص کینتیکی آن

 2عباس صاحبقدم لطفی و *1محمد حاجی ابوالحسنی

 ایران، تهران، سازمان پژوهشهای علمی و صنعتی ایران، پژوهشکده فناوریهای شیمیایی 1

 ایران، تهران، دانشگاه تربیت مدرس، دانشکده علوم پزشکی، گروه بیوشیمی بالینی 2

 24/02/1399تاریخ پذیرش:  07/10/1398تاریخ دریافت: 

 چکیده

ترکیبات ارگانوفسفره نظیردیازینون بدلیل ویژگیهای منحصربفردخود بطوروسیعي بعنوان آفت کش وحشره کش درکشاورزی 

را  بطور موثری طیف وسیعي از ترکیبات استری ارگانوفسفاتها (OPH)ند. آنزیم ارگانوفسفات هیدرولازمورداستفاده قرارمي گیر

هیدرولیز مي نماید. دراین تحقیق با استفاده ازدو تكنیک غني سازی محیط کشت و حداکثرتكرار دررقت سازی، میكروارگانیسم 

)مزارع شالیكاری(، جداسازی وباانجام تستهای مورفولوژیكي  تجزیه کننده دیازینون از نمونه های تیمار شده بادیازینون

وبیوشیمیایي شناسایي شد.سپس آنزیم ازسویه باکتریایي استخراج و بترتیب بااستفاده ازرسوب دهي باسولفات آمونیوم 

ي آن نیز تاییدووزن مولكول SDS-PAGEوکروماتوگرافي تعویض یوني تخلیص گردید. خلوص آنزیم بااستفاده ازالكتروفورز

بااستفاده ازتكنیک غني سازی محیط کشت و افزایش عامل  توسط مارکرپروتئیني مشخص وخواص کینتیكي آن بررسي گردید.

ساعت تقلیل یافت. 10تجزیه زیستي نمونه های تیمارشده بادیازینون، زمان هیدرولیز آنزیمي باکاهش قابل توجهي به کمتراز

بااستفاده  (IMHP)هیدروکسي پیریمیدین 4--متیل 6--ایزو پروپیل2-مي دیازینون،متابولیت اصلي حاصل ازهیدرولیزآنزی

سمیت کمتری  درمقایسه بادیازینون IMHPو اسپكتروفتومتری شناسایي گردید.  (TLC)ازدوتكنیک کروماتوگرافي لایه نازک 

 4/11 بازده محلول عصاره آنزیمي و ئین ازواحددر میلیگرم پروت 44/16مرتبه، بافعالیت ویژه  48/57به میزان  OPHدارد. آنزیم 

 5/8و  Cͦ 37 بهینه برای ماکزیمم فعالیت آنزیم بترتیب برابر pHو خالص سازی شد. دما KD40وزن مولكولي تقریبي درصد و

آنزیم فعالیت  درصد تاثیر مثبت بر 106 و 119بترتیب  Co2+Ca ,+2 یونهای فلزی و M05/0 این غلظت سوبسترا تا بود. علاوه بر

با  برای دیازینون بعنوان سوبسترای واکنش بترتیب برابر )maxV( حداکثر سرعت آنزیم و )mK( داشتند. پارامترهای ثابت میكائیلیس

Mµ2/434  وMµ3/107 دقیقه محاسبه گردید. نتیجه اینكه آنزیم  درOPH فعالیت تدریجي و موثر خود علاوه بر سم زدایي،  با

 کند. زیستي ایفاء کود آزادسازی فسفات برای تولیدتواند نقشي کلیدی درمي

، هیدرولیز (IMHP)هیدروکسي پیریمیدین -4-متیل 6--ایزوپروپیل 2-آنزیم ارگانوفسفات هیدرولاز، دیازینون، :های کلیدی واژه

 آنزیمي

 abolhasani@irost.ir، پست الكترونیكي: 021- 57416270تلفن:* نویسنده مسئول، 

 مقدمه

 رگانوفسفره مثل پاراتیون، دیازینون، پارااکسان ازترکیبات ا

جمله مواد شیمیایي شناخته شده ای هستند که بدلیل 

 برای آفات و )سمیت بالا ویژگیهای منحصربفرد خود

عملكرد سیستماتیک آنها(، بعنوان آفت کش و حشره کش 

بطور وسیعي در کشاورزی مورد استفاده قرار مي گیرند 

ماندگاری آنها در محصولات  ات ناشي از(، اما اثر44،3،22)

کشاورزی خطرات بزرگي برای سلامت انسان و سایر 

که  مي آورند تعادل اکوسیستم پدید نیز موجودات زنده و
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مدتها پیش  آسیبهای عصبي حاد و مزمن اینگونه ترکیبات از

(. اثرات 24،16،2) اثبات رسیده استه شناخته شده و ب

، نیز در جانوران مختلفجهش زایي و سرطاني آنها 

 (.8) خصوصا انسان آشكار گردیده است

کار  با جلوگیری از در واقع این ترکیبات سمیت خود را

کنند. در سیستم عصبي اعمال مي آنزیم حیاتي کولین استراز

)بعنوان مهارکننده( به  غالبا اتصال ترکیبات ارگانو فسفره

الان و آنزیم استیل کولین استراز از نوع پیوند کوو

 به تجمع استیل کولین در است که منجر ناپذیربرگشت

 ماهیچه هاو با محل سیناپسهای عصبي، انقباض شدید

توقف حرکات تنفسي باعث مرگ مسموم مي شوند 

کلي ترکیبات ارگانوفسفاتها شبیه هم  (. تقریبا ساختار4،43)

دارای سه پیوند فسفواستر مي باشند که هیدرولیز  بوده و

حذف  و این پیوندها منجربه کاهش سمیت آنها یكي از

 سازی استیل کولین استراز مي گردندعملكرد غیرفعال

روشهای مختلف فیزیكي، شیمیایي و  (. از14،18)

تخریب ترکیبات ارگانو فسفره  بیولوژیک برای تجزیه و

بمنظورسالم سازی آلودگیهای زیست محیطي استفاده مي 

ترین وکارآمدترین آنها شود، که روش بیولوژیكي از مهم

 این روش میكروارگانیسمهای محیطي موجود در مي باشد.

 .Flavobacterium spو  .Pseudomonas spدر خاک/ آب مثل 

با  ،(OPH)آنزیم ارگانوفسفات هیدرولاز  با استفاده از

 هیدرولیز طیف وسیعي از ترکیبات ارگانو فسفره هم منجر

آنها بعنوان  و هم از گردیده کاهش سمیت آنها به حذف یا

نیتروژن، فسفر، گوگرد برای تغذیه و یا انرژی  منابع کربن،

نیازخود بهره برداری  جهت تامین فعالیتهای حیاتي مورد

(. نتیجه این هیدرولیز، شكست 39 ،21 ،13 ،7) مي نمایند

و ایجاد الكل است که  P-O ,P-S ,P-F P-CNدر پیوندهای 

 کروموفور هستند.  دراغلب اوقات بصورت ترکیبات

بعنوان بهترین آنزیم  (OPH)آنزیم ارگانوفسفات هیدرولاز 

تجزیه کننده ترکیبات ارگانوفسفره، یک متالوآنزیم 

 همودایمر مي باشد که تعیین ساختارسه بعدی آن توسط

X-ray حاکي ازآن است که دارای موتیف(αβ)-barrel   بوده

تایي اسید و جایگاه فعال آنزیم بوسیله یک دسته شش 

 Znآمینه هیستیدین احاطه گردیده و یونهای دو ظرفیتي 

ای فلزی را تشكیل موجود در آن، یک مرکز دو هسته

دهندکه با یک پل هیدروکسیلي بیكدیگر مرتبط مي

(. سوبستراهای اختصاصي این آنزیم نسبتا 27،17باشند )مي

باشد، بطوریكه اکسیژنهای فسفوریل آن گسترده مي

د با گوگرد و یا دو گروه اتوکسي آن با گروههای تواننمي

متیل، پروپیل یا فنیل جایگزین شوند. در این واکنش 

تواند شامل فنلها یا هیدرولازی، گروه ترک کننده مي

 (.9،20،30،31،26آلكیلهای دارای تیول یا فلوراید باشد )

-o,o-diethyl-o-[2-isopropyl-6-methyl-4) ازطرفي دیازینون 

pyrimidinyl]phosphorothioate)  پنجمین ترکیب از انواع

 کشاورزی بطور کشهای ارگانو فسفره بوده که درآفت

سم زدایي محیط زیست  آن استفاده مي شود، لذا وسیعي از

(. 25،1گرفته است ) توجه قرار این ترکیب بسیار مورد از

 نمونه های خاک مزارع برنجكاری در این تحقیق ابتدا از در

ترکیبات فسفره آلي )دیازینون(،  معرض 

میكروارگانیسمهای محیطي مولدآنزیم ارگانوفسفات 

 شناسایي شد. جداسازی و  (.Pseudomonas sp)هیدرولاز

 (IMHP)هیدروکسي پیریمیدین-4-متیل-6-ایزوپروپیل2-سپس

 آنزیمي دیازینون هیدرولیز بعنوان متابولیت اصلي حاصل از

دو روش  فاده ازآن( با است از سمیت کمتر )با

و اسپكتروفتومتری  (TLC)کروماتوگرافي لایه نازک 

بررسي گردید. خالص سازی آنزیم نیز انجام و  شناسایي و

 ارزیابي قرارگرفت. خواص کینتیكي مورد

 روشها و مواد

مزارع  از معرض دیازینون قرارگرفته ک درخا یها نمونه

 تا و اردادهقر ستریلا ظروف در شالیكاری جمع آوری و

اری شدند. برای انجام نگهد C° 4 در دمای مایشآز نماز

نمونه به لوله های آزمایش منتقل و  گرم ازهر10آزمایشات 

 کاملا مخلوط و آب، باورتكس آنها را میلي لیتر 10افزودن
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 سپس از تا ته نشین گردد. گذاشته شد، مدتي بحال خود

حجمي به محیط کشت نمكي  %10مایع رویي بمیزان 

 %3/0یل محتوی ترکیبات ذیل وحاوی دیازینوناستر

 در ، تلقیح و0.45µ استریل شده بافیلترهای میلي پور

 داده شد. قرار C° 2±28 دمای انكوباتور با

,0.1g; 4HPO2O,0.2g; K2.7H4,0.5g; MgSO4HPO2)4(NH

, 0.01g; 4O,0.2g; FeSO2.12H4HPO2,0.01g; Na2)3Ca(NO

0.025g; Yeast O,2.4H2O,0.015g; MnCl2.5H4CuSO

extract,0.5g; Agar,15g; D.W.1000mL 

-4-متیل-6-ایزوپروپیل2-میزان هیدرولیز دیازینون و تشكیل

بعنوان متابولیت اصلي  (IMHP)هیدروکسي پیریمیدین

حاصل از هیدرولیز آنزیمي دیازینون وارتباط بین افزایش 

، همزمان با کاهش سطح 210nmدرطول موج IMHPمیزان

ناشي ازهیدرولیزآن بااستفاده  230nm طول موجدیازینون در

آنها بررسي گردیده  .O.Dاز اسپكتروفتومتری و خواندن

 (.15،11است)

با : جداسازی میکروارگانیسم تجزیه کننده دیازینون

 Enrichment)استفاده از تكنیک غني سازی محیط کشت 

culture ) و تكنیک حداکثرتكراردررقت سازی

(Maximum dilution frequency technique )

میكروارگانیسم تجزیه کننده دیازینون از نمونه هایي که با 

دیازینون تیمار شده اند، جداسازی شد. از روش رنگ 

میكروسكپ و از  آمیزی گرم برای مشاهده باکتری درزیر

آزمایشات بیوشیمیایي محیط های کشت افتراقي برای 

 (.10استفاده شد)

افزایش عامل  غنی سازی محیط کشت جهت -1

بااستفاده ازاین تكنیک، با : هیدرولیزکننده دیازینون

ها و تلقیح آن به برداشت یک لوپ از هر کدام از نمونه

محیط کشت مایع فوق الذکر، اجازه داده شد تا 

محلول مایي دیازینون به  ابتدا میكروارگانیسم رشد نماید.در

وقتیكه  با سوسپانسیون نمونه انكوبه گردید. 1:  1نسبت 

دیازینون از این مخلوط ناپدید شد )باشفاف شدن 

محلول دیازینون مخلوط  5mLاز آن مجددا با  5mLمحیط(،

زمان  و دما نظر همان شرایط آزمایش قبلي )از و با

روز انكوباسیون،  10انكوباسیون( انكوبه و در طي مدت 

(. میزان هیدرولیز 35،36) بار تكرار گردید 5این عمل 

نمونه ها  .O.Dن بااستفاده از اسپكتروفتومتر وخواندندیازینو

 کنترل شده است. 230nm درطول موج

حداکثرتکراردررقت سازی جهت تهیه بهترین رقت  -2

بااستفاده ازاین تكنیک، از محیط : تجزیه کننده دیازینون

بدین  10-12تا  10-1کشت غني شده فوق، رقتهای سریالي از

 کشت غني شده در زمحیطا 1mLطریق تهیه شد. ابتدا 

 آزمایش قبلي به لوله آزمایش اول استریل شده منتقل و

ایي حاوی دیازینون به ممحلول  از9mL افزودن  سپس با

تهیه  10-1رقت  بدین ترتیب نمونه با تا آن، تیمار گردید

لوله آزمایش اول  از mL1 ،10-2 برای تهیه رقت شود.

 با مجددا ده منتقل وبرداشته به لوله آزمایش دوم استریل ش

 تیمار وی دیازینون به آن،محلول مایي حا از9mL  افزودن

همان  با (. تیمار نمونه ها دراین آزمایش نیز37گردید )

شرایط آزمایش قبلي)ازنظردماوزمان انكوباسیون(انجام شد. 

میزان هیدرولیز دیازینون بااستفاده از اسپكتروفتومترو 

کنترل شده  230nmموجنمونه ها درطول  .O.Dخواندن 

 است.

استخراج دیازینون و متابولیتهای ناشی ازهیدرولیزآنزیمی 

درطي مدت انكوباسیون وبطورهمزمان نمونه ها، ابتدا : آن

استون به نسبت  –مخلوط هگزان mL 40و سپس  mL60با 

 mL 200دقیقه در یک فلاسک با حجم 20برای  1:  1

×  g  دقیقه با دور 10شد. سپس بمدت همزده 

گردید. مایع رویي به یک دکانتور منتقل، سانتریفیوژ 10000

فاز استون آن با اضافه کردن آب، از فاز هگزان جدا گردید 

شد.. دراین مرحله نیز ابتدا و فراکشن هگزان نگهداری 

mL60 و سپس mL40 دی اتیل اتر به  –مخلوط کلروفرم

زوده، برای به فازآبي )جداشده ازمرحله قبل( اف 1:  1نسبت 

دقیقه اجازه داده شد تا مخلوط  30دقیقه همزده و  10مدت 

ساکن شود. در اینجا نیز فاز آلي از فاز آبي جدا گردید. هر 
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دی اتیل اتر در دمای  –دو فراکشن هگزان و کلروفرم 

( تبخیر و خشک شدند. سپس Co  223محیط )حدود 

های شیشه ای منتقل، تبخیر و متانول حل و به ویالmL2در

 متانول حل شده و ml 1خشک گردید. مجددا نمونه ها در 

رار برای آنالیز با کروماتوگرافي لایه نازک مورد استفاده ق

 (.34گرفت )

نمونه ها که محتوی دیازینون : کروماتوگرافی لایه نازک

--4متیل -6-ایزوپروپیل-2ویامحصول هیدرولیز دیازینون؛ 

است، برروی صفحات  (IMHP)یریمیدین هیدروکسي پ

TLC  لكه گذاری و باقراردادن درحلال فازمتحرک تشكیل

اتیل استات با  –کلروفرم  -شده از مخلوط حلالهای بنزن 

، بررسي وشناسایي گردید. صفحات پس 1:  2:  2نسبتهای 

 %95در اتیل الكل  B 1%از خشک شدن، ابتدا با رودامین 

در هیدروکسید سدیم  %5/0کلراید وسپس با محلول پالادیم

N 5  اسپری و در معرض نورUV (34،26قرار گرفت .) 

: تکثیرمیکروارگانیسمهای هیدرولیزکننده سموم فسفره

، LBاستوک باکتریایي بعداز کشت درمحیط کشت 

انكوبه  C28°و دمای  rpm 200درشیكرانكوباتور باچرخش 

، )600OD(شت باکتری درمحیط ک آمدن کامل بالا از بعد شد.

 دقیقه سانتریفیوژ10بمدت  C4°و دمای  g×10000  دور با

 OPHبمنظور القاء باکتری به افزایش تولیدآنزیم  گردید.

رسوب حاصله به محیط کشت  برای هیدرولیز دیازینون،

 شیكر نمكي مایع حاوی دیازینون انتقال یافته و مجددا در

دت بم C ͦ28 و دمای rpm 200چرخش  با انكوباتور

مرحله بعدی جهت جداسازی  ساعت انكوبه شد. در24

باکتریها ازمحیط کشت نمكي مایع محتوی دیازینون، 

 دقیقه سانتریفیوژ10بمدت  C4°و دمای  g×10000بادور

 بافر سدیم فسفات mL5 گردید. به رسوب باکتریایي،

mM 50  5/8باpH=  حاویmM PMSF 5  به عنوان آنتي

 دقیقه استیرر شد.20ت پروتئاز اضافه کرده و بمد

: تهیه عصاره آنزیمی عاری از سلول)مراحل تخلیص آن(

نوع آنزیمهای درون  آنجایي که آنزیم استخراج شده از از

سلولي بود،لذاطي مراحل چهارگانه ذیل اقدام به جداسازی 

عصاره آنزیمي ازتوده سلولي وتخلیص آن گردید. همزمان 

بااستفاده از فعالیت آنزیمي درهریک ازمراحل فوق 

سپس  آنها، کنترل شده است. .O.D وخواندن اسپكتروفتومتر

ژل پلي آکریل  در SDS-PAGE استفاده از الكتروفورز با

 آنزیمي با سوبسترای اختصاصي، وزن مولكولي باند و آمید

 فعالیت ویژه آنزیم نیز پروتئیني شناسایي و مارکر استفاده از

 اکنش مشخص گردید.برای دیازینون بعنوان سوبسترای و

عمل : بین بردن دیواره سلولی باکتری از -مرحله اول

زمان  با C˚4سونیكیت کردن باکتری روی یخ دردمای

بار  10 به تعداد ثانیه و 15 فاصله ثانیه با 60سونیكیت 

سونیكیت بلافاصله  محلول حاصل از سپس صورت گرفت.

 یوژدقیقه سانتریف 30 بمدت C˚4 و دمای g×17500 دور با

رسوب بدست آمده  ریخته تا دور محلول رویي را گردید.

 گیرد. استفاده قرار مورد مرحله بعد در

برای افزایش  X-100استفاده از تریتون -مرحله دوم

رسوب حاصل ازمرحله : حلالیت غشای سلول باکتری

 قبل که حاوی آنزیم بود بلافاصله به بافر سدیم فسفات

mM50  5/8باpH=  تریتون ددرص 5/2حاویX-100  انتقال

 C˚4ساعت دردمای 24داده شد. محلول حاصل بمدت 

 2 بمدت C˚4 دمای و g×20000 دور سپس با نگهداری و

نتایج حاصل از انجام سنجش  ساعت سانتریفیوژ گردید.

فعالیت آنزیمي دراین مرحله نشان دادکه تنها محلول رویي 

محلول لذا جمع آوری و بعنوان  فعالیت آنزیمي داشته و

آنزیمي نگهداری شدتادرمراحل بعدی تخلیص ازآن 

 استفاده شود.

ابتدا : سولفات آمونیوم رسوب دهی با -مرحله سوم

 =5/8pHبا  mM50 عصاره آنزیمي در بافر سدیم فسفات

حل و بترتیب محلولهای سولفات آمونیوم بادرصدهای 

( دریک حمام یخ به %80و  %60، %40، %20مختلف )

 اضافه و بآرامي بمدت یكساعت استیرر محلول آنزیمي

دقیقه 15بمدت  C˚4 دمای وg×20000 دور سپس با گردید.
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ریخته شد. آزمایش  لایه بالایي آن دور و سانتریفیوژ

روش اسپكتروفتومتری  استفاده از سنجش فعالیت آنزیمي با

% بعنوان  60بررسي و بر این اساس رسوب.O.D خواندن و

مقدار پروتئین  زان فعالیت برلحاظ می از بهترین درصد

برای جدا کردن  کیسه دیالیز انتخاب گردید. نهایتا از

 پروتئین استفاده شد. نمكهای سولفات آمونیوم از

تخلیص نهایي : استفاده ازکروماتوگرافی-مرحله چهارم

استفاده ازستون کروماتوگرافي تعویض  عصاره آنزیمي با

-DEAE)سفاروز  -یوني دی اتیل آمینواتیل

Sepharose)(300×15mm)  انجام شد. ستون با مقداراضافي

 شدت جریان با =5/8pHبا  mM50 بافر سدیم فسفات

mL/min1 موادی که به ستون متصل نشده اند،  شسته تا

 برداشته شوند. برای جداکردن پروتئینهای متصل شده، با

  سدیم کلراید در بافر سدیم فسفات mM50شیب غلظتي از

تون شستشوداده و فراکشنها باحجم تقریبي ، س=5/8pHبا 

mL5 .سنجش فعالیت آنزیمي فراکشنها  جمع آوری شد

 آنها .O.Dنیزبا استفاده از روش اسپكتروفتومتری وخواندن 

 کنترل گردید.

 استفاده از با:  SDS-PAGE الکتروفورز -مرحله پنجم

خلوص تک باندعصاره آنزیمي  SDS-PAGE الكتروفورز

پروتئیني  مارکر استفاده از ولكولي آن نیز باتایید و وزن م

 مشخص گردید. 

ابتدابرای : تعیین فعالیت آنزیم باروش اسپکتروفتومتری

شروع واکنش، دیازینون به بافرسدیم کربنات/ بي کربنات 

mM 20 (5/8=pH (  افزوده و سپس عصاره آنزیمي به آن

محلول دائما با استیرر همزده شد. با  اضافه کرده و

-4-متیل 6--ایزو پروپیل 1mol -2 دیازینون،  1molدرولیز هی

 ودی اتیل تیوفسفریک اسید(IMPH)هیدروکسي پیریمیدین 

(DEP)  تولیدمي گردد.غلظتIMPH همراه باتنظیمpH  

، با استفاده از اسپكتروفتومتر اندازه 5/8نمونه های مائي در 

 ماکزیمم جذب داردکه با nm 210شد.این ترکیب در گیری 

گردید. همچنین بعلت اندازه گیری غلظت آن تعیین مقدار 

تشكیل اسید در خلال هیدرولیز دیازینون ولزوم ثابت 

به افزودن  ، نیازpH=5/8 محیط واکنش در pH نگهداشتن

 که میزان بافر مداوم بافرسدیم کربنات/ بي کزبنات مي باشد

 (. 5) گي به مقداراولیه دیازینون داردمصرف شده بست

اپتیمم )بهینه(  pH  :pHاثر: OPH اص کینتیکی آنزیمخو

 بافرهای ذیل با استفاده از برای ماکزیمم فعالیت آنزیم با

تعیین گردید: سدیم  12 تا 6های  pHو  mM50 غلظت

، سدیم سوکسینات 5 و 4، 3 ،2 برابر باpH  استات برای

 برابر pH ، سدیم فسفات برای7 و 6/6 ،5 با برابر pHبرای 

 و 9/9 ،5 با برابر pH، سدیم بورات برای5/8 و 7، 5/8 با

 و 10 ،11 با برابرpH ، گلایسین سدیم هیدروکسید برای10

12 (17.) 

 C ͦ 70-20 دماهای سنجش فعالیت آنزیم در: دما اثر

تعیین دمای اپتیمم )بهینه( برای ماکزیمم فعالیت  بمنظور

 (.17) آنزیم انجام شد

تهای متفاوت دیازینون غلظ اثر: غلظت سوبسترا اثر

(M05/0-01/0بعنوان سوبسترا ) روی فعالیت آنزیم  بر

 (.17) گردید بمنظور تعیین ماکزیمم فعالیت آنزیم بررسي

مطالعات کینتیكي جهت : تعیین پارامترهای کینتیکی آنزیم

وسرعت  )mK(منتن  -محاسبه پارامترهای ثابت میكائیلیس

 برگ-لینویوراز معادله  انجام و )maxV(ماکزیمم 

(Lineweaver-Burk plot )تعیین این پارامترهای  برای

کینتیكي استفاده گردید. فعالیت آنزیم در بافر سدیم 

 20-100حاوی غلظتهای  =8pHبا  mM50فسفات

به  C ͦ 30سوبسترادردمای  دیازینون بعنوانمیكرومولار 

دقیقه موردسنجش قرارگرفت. برای رسم 120مدت 

ازمنحني معكوس  برک -رفه لینویورط نمودارمعكوس دو

تغییرات غلظت سوبسترادربرابرمعكوس سرعت فعالیت 

 (.17آنزیمي استفاده شده است )
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Zn+2 ,یونهایو   EDTAاثر: یونهای فلزیو   EDTA اثر

3+, Fe2+, Ca2+, Mg2+Co اغلظت بmM2 برروی فعالیت

 (.31،19) آنزیم ارزیابي گردید

 نتایج

 3-5ادکه دیازینون در طي مدت نتایج بدست آمده نشان د

روز انكوباسیون، بطور کامل از بین مي رود. البته عمل 

بعد از یک روز تاخیر شروع  هیدرولیز آنزیمي دیازینون

گردد. درابتدای تلقیح محیطهای کشت حاوی دیازینون مي

ساعت، بتدریج در 24رنگي داشتند که بعد از کدورت سفید

(که 1-1ف گردید )شكل اطراف محل تشكیل کلني ها شفا

نشاندهنده فعالیت آنزیمي میكروارگانیسم های هیدرولیز 

زمان  کننده دیازینون مي باشد. البته این شفافیت بمرور

 مي گردد. نیز وسیعتر

 
 ایجاد شفافیت دراطراف کلنی ها -1-1 شکل

 روش اسپكتروفتومتری و استفاده از با نتایج این هیدرولیز

 در جدول 230nm طول موج نه ها درنمو .O.D خواندن

( منعكس گردیده که کاهش متوالي میزان دیازینون 1-1)

 نشان داده است. محیط را باقیمانده در
 

 230nmطول موج اسپكتروفتومتر در ثبت شده از .O.D میزان -1-1جدول 

 روزپنجم روزچهارم روزسوم روزدوم روزاول زمان تلقیح نوع نمونه ردیف

 0.08681 0.12639 0.19575 0.39586 0.52238 0.56171 زاربرنج  حسن سراخاک شالی -1

 0.08769 0.12727 0.19617 0.39637 0.52253 0.56215 خاک شالیزاربرنج هاشمي -2

 0.08843 0.12815 0.19653 0.39702 0.52278 0.56263 خاک شالیزاربرنج  طارم محلي -3

 0.08912 0.12891 0.19689 0.39761 0.52314 0.56316 خاک شالیزاربرنج دیلماني -4

 0.09035 0.12973 0.19732 0.39815 0.52339 0.56354 خاک شالیزاربرنج فجر -5

        

 زا نتایج حاصل ازکاربردتكنیک غني سازی نشان دادکه بعد

 120 مدت مخلوط انكوبه شده تا اولین انتقال، دیازینون در

نتقال ا از بعد اما گردید. ساعت بعدازانكوباسیون، هیدرولیز

فت ساعت کاهش یا10پنجم، هیدرولیز دیازینون به کمتر از 

یگر غني سازی عامل هیدرولیز (. بعبارت د2-1جدول)

آن، باعث  آنزیمي دیازینون درنمونه های تیمارشده با

 انتقال گردیده است. هر در افزایش سرعت هیدرولیز

دررقت سازی نتایج حاصل ازکاربرد تكنیک حداکثرتكرار

، بهترین رقت بعنوان عامل هیدرولیز 10-7نشان دادکه رقت 

دیازینون بوده است. بعبارت دیگر عامل هیدرولیز در رقت 
)نسبت به سایررقتهای تهیه شده( بیشتر غني شده و لذا  7-10

 بالاترین فعالیت را نیز در هیدرولیزدیازینون داشته است.

→  

← 
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 230nm موج طول در ازاسپكتروفتومتر ثبت شده .O.D ( میزان2-1جدول )

 نتایج مربوط به انتقال اول -1

 ساعت(120)زمان انكوباسیون

 ساعت اول24
0.71285 

 ساعت دوم24
0.38244 

 ساعت سوم24
0.22447 

 ساعت چهارم24
0.15812 

 ساعت پنجم24
0.06706 

 نتایج مربوط به انتقال دوم -2

 ساعت(60)زمان انكوباسیون 

 ساعت اول15
0.68346 

 ساعت دوم15
0.34944 

 ساعت سوم15
0.16834 

 ساعت چهارم15
0.06643 

- 

 نتایج مربوط به انتقال سوم -3

 ساعت(30)زمان انكوباسیون 

 ساعت اول10
0.64921 

 ساعت دوم10
0.28039 

 ساعت سوم10
0.06525 

- - 

 نتایج مربوط به انتقال چهارم -4

 ساعت(16)زمان انكوباسیون 

 ساعت اول8
0.61802 

 ساعت دوم8
0.06314 

- - - 

 نتایج مربوط به انتقال پنجم -5

 ساعت(8)زمان انكوباسیون 

 ساعت اول8
0.06232 

- - - - 

 

 ولجد نتایج مربوط به آزمایشات بیوشیمیایي انجام شده در

جدا  (.Pseudomonas sp) ( نشان دادکه سویه باکتریایي1-3)

 .ازنوع هوازی اجباری است ٬شده ازعصاره سلولي

 اکترینتایج مربوط به آزمایشات تشخیص ب -3-1جدول 

negative Gram stain 
positive Oxidase 
positive Motility 
positive Starch hydrolysis 
positive Fluorescence 
negative Indole 
positive Catalase 
negative Gelatin liquefaction 
positive Simmons citrate 
negative Lactose fermentation 

بعنوان متابولیت  IMHP هیدرولیز دیازینون وتشکیل

نتایج نشان داد که نمونه های تیمار : آن اصلی حاصل از

 شده با دیازینون توسط آنزیم هیدرولیزگردیده، بطوریكه در

اول انكوباسیون، غلظت دیازینون به صورت  روز 3

 پایین ترین حدروز پنجم به  تا تصاعدی کاهش یافته و

بعنوان متابولیت  (IMHP)آن  ممكن رسیده است. همزمان با

طي این مدت غلظت  در اصلي محصول هیدرولیز،تشكیل و

 (. 1-1نمودار ) آن افزایش پیدا مي کند

داد که در فراکشن آنالیز باکروماتوگرافي لایه نازک نشان 

و تیره رنگ )قبل  fR =78/0هگزان، عمدتا دیازینون با 

دی اتیل اتر،  -زشروع هیدرولیز( و در فراکشن کلروفرما

-4-متیل6--ایزو پروپیل2-محصول هیدرولیزدیازینون یعني

و  UVزیر نور  fR = 16/0با )IMHP(هیدروکسي پیریمیدین 

 به رنگ آبي ظاهرشد.

 

 
 IMHP وهمزمان تشكیل  آن تیمارنشده با نمونه های تیمارشده و مقایسه میزان هیدرلیز دیازینون در -1-1نمودار 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.4.8


 1401، 1، شماره 35جلد                                                 )مجله زیست شناسي ایران(                           سلولي و مولكوليمجله پژوهشهای 

48 

 

              20.1001.1.23832738.1401.35.1.4.8 DOR:                                                                                                                                            مقاله پژوهشي 

نمونه  روز اول انكوباسیون با 3این مطالعه نشان داد که در 

 وشده  IMHPهای تیمار شده با دیازینون، ابتدا تبدیل به 

ساعت( متابولیزه و به 100تا75روز بعدی) بین2سپس در 

گردیده است. بعبارت دیگرازیک دی اکسید کربن تبدیل 

 ونه های تیمارشده، سطحطرف باهیدرولیزدیازینون در نم

، به همان IMHPدیازینون کاهش یافته واز طرف دیگر 

ط میزان افزایش پیداکرده است. البته این حالت در مخلو

-1شكل ) ساعت قابل رویت مي باشد 75انكوباسیون تا 

2 .) 

 
عنوان محصول ب IMHPازدیازینون و  TLCنتایج آنالیز -2-1شكل 

 هیدرولیزآنزیمي آن 

نشان (مربوط به فراکشن هگزان بوده و دیازینون را5(تا)1اره)لكه شم

دی اتیل -(مربوط به فراکشن کلروفرم8(تا)6مي دهند. لكه های شماره)

مونه رانشان مي دهند.لكه های انتهایي مربوط به ن IMHPاتر بوده و 

ي نیز مشاهده نم IMHPهیدرولیزشده بوده ولذااثری از  های کاملا

 شود.

 

مربوط به دیازینون  UV/Vis تروفتومتریطیفهای اسپک

بمنظور تایید : تلقیح شده و نمونه های شاهد در IMHPو

نتایج گرفته شده از آنالیز باکروماتوگرافي لایه نازک، بطور 

همزمان با استفاده از اسپكتروفتومتری نیز طیفهای دیازینون 

درنمونه های  nm211=max λبا   IMHPو  nm230=max λبا 

روز( مورد 5تلقیح شده درطي مدت انكوباسیون )شاهد و 

بررسي ونتایج آن در زیر آورده شده است. درنمودارهای 

که بترتیب مربوط به نمونه شاهد درروزاول  3-1و  1-2

مشاهده شده است. وپنجم مي باشد، فقط طیف دیازینون 

که مربوط به نمونه  8-1الي  4-1درحالیكه درنمودارهای 

تلقیح  روز در دت پنج روزمي باشد،تلقیح شده درطي م

تلقیح  از اما یک روز بعد ( فقط طیف دیازینون،4-1)نمودار

نیز قابل مشاهده شده است. ضمن  IMHPطیف مربوط به 

همزمان با افزایش جذب آن،  و IMHPتشكیل  اینكه با

میزان جذب دیازینون نیزروندی کاهشي پیدا کرده بطوریكه 

طیف دیازینون مشاهده نگردیده  درانتهای زمان انكوباسیون

 است.  

 

              nm230=max  λ طیف دیازینون با -2-1نمودار                      nm230=max  λ طیف دیازینون با -3-1نمودار                          

                                                      اول                                                                                                                      روز در مربوط به نمونه شاهد                                 پنجم            روز در مربوط به نمونه شاهد                                  

10  9  8 7 6 5  4 3  2 1  
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 طیف مربوط به دیازینون در نمونه تیمار شده -4-1نمودار      )درحال تشكیل(  IMHPوط به دیازینون و طیف مرب -5-1نمودار 

                     درروزتلقیح                               در نمونه تیمار شده     

 
 درنمونه تیمارشده IMHP طیف مربوط به دیازینون و -7-1 نمونه تیمار شده         نمودار در IMHPطیف مربوط به دیازینون و  -6-1نمودار 

 ( IMHP (             در روزدوم بعدازتلقیح)کاهش دیازینون همزمان باافزایشIMHP در روزاول بعدازتلقیح)کاهش دیازینون همزمان باافزایش

 
 (IMHP ذف دیازینون وافزایش)ح تلقیح از سوم بعد درنمونه تیمار شده در روز IMHP ( طیف مربوط به8-1نمودار )

آنزیم :  OPH نتایج کمی مربوط به مراحل تخلیص آنزیم

 .Pseudomonas spاز  (OPH)ارگانوفسفات هیدرولاز 

بااستفاده از روش رسوب گذاری باسولفات آمونیوم و 

 DEAE-Sepharose بدنبال آن با کرومانوگرافي تعویض یوني

تئین، فعالیت کل، پرو نتایج آن شامل مقدار خالص سازی و

بازده مربوط به محلول  فعالیت ویژه، میزان خالص سازی و

( نشان داده شده 4-1آنزیمي خام و فراکشنها درجدول)

، با فعالیت ویژه 48/57به میزان خلوص  OPH است. آنزیم

واحد درهرمیلي گرم پروتئین برای دیازینون  44/16 برابر

 و کشت جداازمحیط  %40/11بعنوان سوبسترا و بازده

 تخلیص شده است.
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 OPH تخلیص آنزیم داده های کمي حاصله از -4-1 جدول

 حجم کل مرحله خالص سازی
(mL) 

 پروتئین تام
(mg) 

فعالیت 

 (U) کل
  زهفعالیت وی

(U/mg protein) 
میزان خالص سازی 

(Fold) 

 بازده

 (%) 

 100 1 286/0 39/138 25/484 35 محلول آنزیمي خام

سانتریفیوز  محلول رویي

 X100تریتون بعداز
28 19/273 44/130 477/0 67/1 25/94 

محلول رویي رسوب 

گذاری باسولفات 

 %40آمونیوم

22 32/81 85/70 871/0 045/3 19/51 

محلول رویي رسوب 

گذاری باسولفات 

 %60آمونیوم

17 62/27 26/49 78/1 22/6 59/35 

فراکشن خارج شده ازستون 

-DEAEکروماتوگرافي 

Sepharose 

8 96/0 78/15 44/16 48/57 40/11 

 

 

 عصاره آنزیمی همراه با SDS-PAGE نتایج الکتروفورز

تعیین وزن  درجه خلوص و برای تایید: پروتئینی مارکر

 روش الكتروفورز مولكولي آنزیم تخلیص شده از

SDS-PAGE .( 3-1) شكل که در همانطور استفاده شد

تخلیص  مرحله از هر در دهد پروتئینهای اضافينشان مي

حذف گردیده، بطوریكه درفراکشن خارج شده  OPHآنزیم 

 DEAE-Sepharoseستون کروماتوگرافي تعویض یوني  از

 با )چاهک چهارم(، آنزیم خالص سازی شده تنها یک باند

 36KDناحیه بین  کیلو دالتون در 40وزن مولكولي تقریبي 

 مارکر پروتئیني مشاهده گردید. 45KDو 

 pHدر محدوده  OPHبرروی فعالیت آنزیم pHاثر:  pH ثرا

مشاهده  9-1تعیین گردید. همانطورکه در نمودار  12-6

به بالا، افزایش یافته  pH 6میگردد، فعالیت آنزیم در

به ماکزیمم فعالیت خود  5/8برابر با  pHبطوریكه در 

بهینه برای فعالیت آنزیم برابر  pHرسیده است. بعبارت دیگر

کمتر  pHبه بالا و در 8 /5از pHمي باشد. با افزایش  5/8با 

فعالیت آنزیم کاهش قابل ملاحظه ای را نشان داده  6از 

 است.

در  C ͦ 70-20از OPHاثر دما برروی فعالیت آنزیماثر دما: 

مشخص شده است. همانطور که مشاهده  10-1نمودار 

افزایش گردد. در ابتدا با افزایش دما فعالیت آنزیم نیز مي

شدت گرفته، بطوریكه در  C ͦ 37-30یافته و این افزایش از 

به بالاترین میزان خود رسیده است. بعبارت  C ͦ 37 دمای

باشد. مي C ͦ 37دیگر بهترین دما برای فعالیت آنزیم دمای 

با ادامه افزایش دما از این محدوده فعالیت آنزیم با شیب 

به بعد تقریبا  C ͦ 70تندی کاهش یافته بطوریكه در دمای 

 فعالیت خود را از دست داده است.

اثر غلظت دیازینون بعنوان سوبسترا در محدوده اثر غلظت: 

M05/0-01/0  حاکي از آن است که  11-1در نمودار

 M05/0بالاترین فعالیت را در غلظت  OPHعصاره آنزیمي 

سوبسترا نسبت به سایر غلظتهای سوبسترا دارد. همچنین 

زیم یک منحني هیپربولیک با سوبسترا تا غلظت فعالیت آن

M05/0  نشان داده است. اما بالاتر از این غلظت، تغییری در

 فعالیت آنزیم مشاهده نشد.

پارامترهای کینتیكي ارزیابی پارامترهای کینتیکی آنزیم: 

برک بوسیله دیازینون بعنوان  -بااستفاده ازنمودارلینویور
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برای محلول آنزیمي  maxVو mKسوبسترامحاسبه شدکه مقدار

سوبسترای هیدرولیز شده µM3/107 و µM2/434 بترتیب

 .(12-1در لیتر در دقیقه تعیین گردید )نمودار

 

 
چاهک پنجم تكرارچاهک  و مراحل دوم تاچهارم تخلیص آنزیم مربوط به، سوم و چهارم دوم هایازسمت چپ:چاهک اول مارکر، چاهك -3-1شكل 

 کیلودالتون دارد. 45 تا 36وزن مولكولي بین  OPHان مي دهد این باندآنزیمي چهارم مي باشدکه نش
  

 
 OPH فعالیت آنزیم بر pH اثر – 9-1 نمودار

Zn+2 ,و یونهای EDTAتاثیر و یونهای فلزی:  EDTAاثر

 3+, Fe2+, Ca2+, Mg2+Co برروی فعالیت آنزیمOPH درpH 

 5-1بررسي و نتایج آن درجدولC ͦ 37 دمایو  5/8برابربا 

 و Mg+2منعكس گردیده است.نتایج نشان دادیونهای

2+Znتاثیرمهمي بر فعالیت آنزیم ندارند. درحالیكه یونهای 

2+Co 2و+Ca 3فعالیت آنزیم راافزایش داده امایون+Fe   فعالیت

97000D 

 

84000D 

 

66000D 

55000D 

 

45000D 

36000D 
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بیشترین اثرمنفي برفعالیت  EDTAآنزیم راکاهش داده و

 ت.آنزیم داشته اس

 OPHیریونهای فلزی یبرروی فعالیت آنزیممقایسه تاث -5-1جدول 

 یونهای فلزی درصدفعالیت

100 Normal)بدون یون( 

84 +2Zn 

119 +2Co 

106 +2Ca 

77 +2Mg 

43 +3Fe 

11 EDTA 

 

 

 

 
 OPH فعالیت آنزیم بر دما اثر -10ر نمودا

 

 
 اثرغلظت سوبسترا)دیازینون(برفعالیت آنزیم - 11-1نمودار

 

 

 برک مربوط به عصاره آنزیمي خالص سازی شده -لینویور نمودار – 12-1نمودار 

 

  بحث

بطور کلي فرآورده های کشاورزی همواره با خسارات 

مسئله با بیشمار ناشي از آفات مواجه بوده است که این 

توجه به نیازهای فزاینده جوامع انساني به تامین غذا و 

انرژی از اهمیت فراواني برخوردار بوده و باعث گردیده تا 

وسیعي مورد استفاده  عنوان کلي آفت کش بطور سموم با

 آسیبهای ناشي از ماندگاریقرار گیرند. از سوی دیگر 
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در فرآورده های سموم خصوصا آفت کشهای فسفره 

انسان  ،خطرات بزرگي در سلامت جانوران مفیدشاورزی، ک

آورند. سمیت آفت کشها در و تعادل اکوسیستم پدید مي

موجودات مختلف بویژه جانوران بطور گسترده ای بررسي 

گردیده و شواهد متعددی از ابعاد بیوشیمي، سم شناسي، 

مورفولوژی، بافت شناسي و سیتوژنتیک آنها باثبات رسیده 

ه این اثرات تابع عوامل مختلف ازجمله نوع، مقدار و که البت

ساختار شیمیایي سم، گونه، جنسیت و سن موجود زنده و 

  باشند.نیز راههای ورود سم در بدن حیوان مي

 پاکسازی تحقیقات بمنظور سم زدایي ودر این راستا، 

با استفاده از  خطرناک این ترکیبات محیط زیست از

ي و بیولوژیكي موردتوجه روشهای فیزیكي، شیمیای

روشهای  منفي استفاده از ازجمله ابعاد قرارگرفته است.

فیزیكي و شیمیایي سم زدایي و زدودن آلودگیهای  زیست 

 به محیط زیست، افزایش آلودگیهای جدیدمحیطي شامل 

هزینه  وبازدهي پایین  ،فعالیتهای زیستي حذف بسیاری از

ک میكروارگانیسمهای . درروش بیولوژیمي باشد ی آنهابالا

محیطي که در خاک و آب قرار دارند، در تجزیه مواد 

شیمیایي مختلف از جمله ترکیبات آلي فسفره توانائیهای 

چشمگیری دارند. باکتریها قابلیت تكثیر فوق العاده ای 

نمایند، شرایط داشته و در شرایط مختلف رشد مي

اقتصادی  نگهداری و بكار گیری آنها از نظر زمان و هزینه

مقرون بصرفه بوده و چون بسیاری از آنها بعنوان 

گردند، احتمالا فلورطبیعي محیط زیست محسوب مي

توانایي اختصاصي  نمایند. لذاآلودگي دیگری ایجاد نمي

میكروارگانیسمهای باکتریایي و قارچي در این است که 

آفت کش را به متابولیتي با سمیت کمتر تبدیل کرده و پس 

مجددا بوسیله همان میكروارگانیسم، و یا بوسیله از آن 

طیف وسیعي از میكروارگانیسمهای ثانویه ای که در 

محیطهای خاکي و آبي وجود دارند، متابولیت حاصل 

و بعنوان منبع کربن، نیتروژن، فسفر و یا  شده متابولیزه

انرژی در تامین فعالیتهای حیاتي باکتریها مورد استفاده قرار 

 (. 41گیرد)مي

این مطالعه  در TLCروش  استفاده از نتایج گرفته شده با

دیازینون  ،نشان داد که درطي دوره پنج روزه انكوباسیون

(RF=0.78) سوم  روز موجود درنمونه های تیمار شده، تا

بعدازیک تاخیریكروزه(  توسط آنزیم البته انكوباسیون )

OPH به و  هیدرولیزIMHP (RF=0.16) ( متابولیت بعنوان

تبدیل  سمیت کمتر ، بادیازینون(اصلي ناشي ازهیدرولیز 

در ادامه  .باشدکاملا مشخص مي TLCشده که درصفحات 

و به دی اکسید  شده نیز مینرالیزه IMHPهیدرولیز آنزیمي، 

. این نتایج مطابق با (2-1)شكل گردیده استکربن تبدیل 

 ,Sethunathan, N. and Yoshidaگزارشاتي است که توسط 

T., 1969& 1973 Sethunathan, N. and Pathak, M. D., 

1971&1972; ;Sethunathan,  N. and MacRae, C. 1969; 
Lichtenstein, E. P. et al. 1967;  ارائه شده است 

(26،33،34،35،36،38) . 

از  ،این نتایج، درطي مدت انكوباسیون بمنظور تایید

 آنزیمي هیدرولیزاسپكتروفتومتری جهت مانیتورینگ 

و  )nm211=maxλ( IMHP، تشكیل )nm230=maxλ(  دیازینون

همزمان باکاهش تدریجي دیازینون  IMHPافزایش نیز

استفاده شده است. نتیجه آنكه ازیک طرف دیازینون بوسیله 

 ،در نمونه های تیمار شده OPHهیدرولازی آنزیم  عملكرد

به پایین  وهیدرولیز گشته و سطح آن بتدریج کاهش یافته 

ممكن رسیده، و از طرف دیگر محصول  ترین حد

  به همان میزان افزایش یافته و IMHP٬یعني  هیدرولیز

تا  1-1)نمودارهای نشان داده است ممكن را بالاترین حد

. این نتایج مطابق با نتایجي است که توسط (1-8

Sethunathan, N., Pathak, M. D., 1971 گزارش شده است 

(35). 

روشي است که به  ،فاده از محیط کشت غني شدهاست

نظر در مقایسه با  افزایش تعداد میكروارگانیسمهای مورد

شود. این فرآیند، شامل سایر میكروارگانیسمها منجر مي

با  ،ایجاد شرایط مناسب برای رشد میكروارگانیسم موردنظر

ایجاد شرایط نامناسب برای رشد سایر میكروارگانیسمها 

آنزیمي  ن مطالعه بمنظورکاهش زمان هیدرولیزاست. درای

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.4.8


 1401، 1، شماره 35جلد                                                 )مجله زیست شناسي ایران(                           سلولي و مولكوليمجله پژوهشهای 

54 

 

              20.1001.1.23832738.1401.35.1.4.8 DOR:                                                                                                                                            مقاله پژوهشي 

تكنیک غني سازی محیط کشت و  استفاده از با ،دیازینون

بدنبال آن تراکم مناسبي از جمعیت میكروارگانیسمها در 

ساعت  10از آن، سرعت هیدرولیز آنزیمي دیازینون به کمتر

که حاکي از افزایش تشكیل  ،(2-1)جدول است تقلیل یافته

در سیستم های میكروبي برای تجزیه زیستي  (OPH) آنزیم

تحقیقاتي که توسط  باشد. درترکیبات آفت کش مي

Sethunathan, N. and Pathak, M., D. 1971  و با استفاده

ازتكنیک غني سازی محیط کشت انجام شده، سرعت 

 6هیدرولیزآنزیمي مولكول دیازینون بعد ازانتقال پنجم به 

نتایج گرفته شده  با .همسو(35) ساعت کاهش یافته است

مطالعات برروی  دراین تحقیق، .Pseudomonas spسویه از 

 ,.Agrobacterium spسویه های دیگری همچون

Arthrobacter sp.  وFlavobacterium sp. از انجام شده که  نیز

 دیازینون بعنوان منبع تامین کننده کربن برای تامین فعالیت

 (.15،29) اند نمودهاستفاده  های حیاتي خود

ازآنجایي که آنزیم استخراج شده ازنوع آنزیمهای درون 

 استفاده از طي مراحل چهارگانه ذیل شامل: سلولي بود، لذا

سولفات  ، رسوب دهي با X-100 تریتون سونیكاتور،

-DEAE ستون کروماتوگرافي تعویض یوني  آمونیوم و

Sepharose جداسازی عصاره آنزیمي از توده سلولي و 

 U/mg44/16خلیص آن انجام و فعالیت ویژه آنزیم به ت

نشان  را OPHفعالیت آنزیم  برابری در 57رسید، که افزایش

ی نیز دیگر . دراین راستا مطالعات(4-1)جدول داده است

برروی تخلیص آنزیم  1965درسال .Kearney, P. Cتوسط 

 سویه باکتریایي شده از هیدرولیزکننده فنیل کارباماتها جدا

Pseudomonas sp.  وMulbery, W. W. and Karns, J. S. در 

 جدا برروی تخلیص آنزیم پاراتیون هیدرولاز 1989سال

 .Flavobacterium sp)سه سویه باکتریایي گرم منفي شده از

strain ATCC 27551, Strain B-1, Strain SC)   وDumas, D. 

P. برروی تخلیص آنزیم  1989و همكارانش در سال

 Pseudomonasشده از سویه باکتریایي  ی استراز جدافسفوتر

diminuta استفاده ازتكنیكهای ژل فیلتراسیون و  با

منجر به انجام شده، که  کروماتوگرافي تعویض یوني

 . (12،23،28)گردیده است افزایش فعالیت ویژه آنزیم

تعیین وزن  بمنظورارزیابي خلوص آنزیم ودر این تحقیق، 

 همراه با SDS-PAGEش الكتروفورزرو از ،مولكولي آن

 با OPHمارکر پروتئیني استفاده شده که تک باند آنزیمي

 ه استمشخص گردید KD40 وزن مولكولي حدود

 آنزیم نتایج گرفته شده از . این نتایج مشابه با(3-1)شكل

OPH سویه باکتریایي  شده از جداPseudomonas diminuta ،

 مكارانش در سالو ه .Dumas, D. P توسطزارش شده گ

 .(12) باشدمي 1989

برای  OPHاین تحقیق همچنین خواص کینتیكي آنزیم در

 تاثیر تعیین شرایط بهینه ماکزیمم فعالیت آنزیم مطالعه و

pHغلظت سوبسترا برروی فعالیت آنزیم بررسي ، دما و 

 دمای و 5/8 برابر pHدرآنزیم، ماکزیمم فعالیت که  گردیده

C ͦ 37 (10-1و  9-1)نمودار های است هشد شان دادهن .

بر فعالیت کاتالیزوری آنزیم، برروی  pHدرواقع اثر

گروههای یونیزه شونده درجایگاه فعال آنزیم بوده که 

 بازی آمینو اسیدها قراردارند. های اسیدی و برروی واحد

 pHزیرا شته، دا کمترین فعالیت را 6 از پایین تر pHآنزیم در

احتمالا خروج  یا ن آنزیم واسیدی باعث دناتوره شد

لذا فعالیت کاتالیزوری آنزیم مختل  ،آن شده کوآنزیم از

 فعالیت آنزیم تاثیرگذار بر نیز دما (. تغییر32) دگردمي

بموجب آن افزایش تعداد  افزایش دما و با ابتدا است، در

مولكولهای دارای انرژی لازم برای غلبه برانرژی فعال 

این حالت  مي کند. در ش پیداسازی، سرعت واکنش افزای

انرژی،  سد انرژی کینتیكي آنزیم با غلبه بر ،انتقالي

که حافظ  هیدروفوبیک را پیوندهای ضعیف هیدروژني و

سوم آنزیم هستند، شكسته باعث افزایش  دوم و ساختار

دناتوراسیون آنزیم  این دما اگر در سرعت واکنش مي گردد.

اختار جایگاه فعال آنزیم س در به تغییر منجر اتفاق بیفتد،

دست مي  همراه با آن فعالیت کاتالیتیكي آنزیم از شده و

یک دمای  در را بنابراین آنزیمها ماکزیمم فعالیت خود رود.

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.4.8
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(. همچنین بین فعالیت آنزیم و 6بهینه نشان مي دهند )

یک منحني هیپربولیک مشاهده  M05/0 غلظت سوبسترا تا

مهم برای  یک فاکتور راغلظت سوبست .(11-1)نمودار شد

غلظت پایین  بطوریكه در ،ارزیابي فعالیت آنزیم مي باشد

این  در لذا و دارد وجود آنزیم بشكل آزاد بیشتر سوبسترا،

افزایش  غلظت سوبسترا حالت سرعت واکنش متناسب با

 به تشكیل بیشتر منجر مي کند. افزایش غلظت سوبسترا پیدا

تمامي آنزیم  نهایتا آنزیم گردیده و-کمپلكس سوبسترا

سرعت واکنش  آنزیم شده، لذا-تبدیل به کمپلكس سوبسترا

 اگر اما مي رسد. )maxV ( میزان خود آنزیمي به حداکثر

فعالیت آنزیم  تغییری در و غلظت سوبسترا افزایش یابد

 مشاهده نشود، نشان دهنده اشباع شدن آنزیم از سوبسترا

ی سرعت واکنش آن تاثیری بررو افزایش بیشتر بوده و

این حالت زماني بوقوع مي پیونددکه  داشت. نخواهد

 تمامي آنزیم آزاد غلظت سوبسترا باندازه کافي بالا بوده و

غلظت  تقریبا بشكل کمپلكس سوبسترا=آنزیم درآمده و

 غلظت آنزیم بالا و حال اگر شده است. صفر آنزیم آزاد

آنزیم غلظت آنزیم باشد، فعالیت  از غلظت سوبسترا کمتر

چون دراین حالت سوبسترا نمي  افزایش نخواهد یافت،

 (.32،40اشغال کند. ) تمام جایگاههای فعال آنزیم را تواند

  Co+2که باکاتیون دوظرفیتي بویژه  نتایج نشان دادهمچنین 

 کاهش یافته است EDTA با فعالیت آنزیم افزایش، اما

ا شلاته کردن یونهای ب EDTA  چون .(5-1)جدول

رفیتي باعث کاهش فعالیت آنزیم مي گردد. بنابراین دوظ

انجام عمل  ضرورت وجود کاتیونهای دوظرفیتي در

  (.42آنزیم تایید مي گردد ) هیدرولیز

آنزیم برای دیازینون  )mK(دراین تحقیق ثابت میكائیلیس 

که  ،(12-1)نمودار بدست آمده µM434 (0.434mM)برابر 

و همكارانش  Dumas نزدیک به نتایج گزارش شده توسط

که نتایج  مي باشد. همانطور )mM0.45=mK( 1989در سال

نشان داده است علیرغم اینكه دیازینون سوبسترای 

)نسبت به سایر سوبستراهای گزارش  OPHاختصاصي آنزیم

 باشد( نمي1989 و همكارانش در سال Dumasتوسط  شده

و ، اما حضورآن همچنان منجربه القاء فعالیت میكر(12)

جهت سم زدایي خاکهای   OPHارگانیسمها درتولید آنزیم

دیازینون گردیده  معرض ترکیبات ارگانوفسفره نظیر در

بالا نشاندهنده آنستكه فعالیت سم  mKمضافا اینكه  است.

همانند  بصورت تدریجي انجام گرفته و OPHزدایي آنزیم 

فعالیت آنزیمهای لیپاز، عملكرد بهینه آن بطئي بوده و به 

تكنیک  استفاده از زمان احتیاج داردکه البته دراین تحقیق با

محیط  آنزیمي دیازینون در غني سازی عامل هیدرولیز

از  کشت، زمان هیدرولیز با کاهش چشمگیری به کمتر

ساعت تقلیل یافته است. بعبارت دیگر بحث اپتیمم 10

فعالیت آنزیم و بهینه سازی شرایط، نقش مهمي درکارآیي 

ین آنزیم بعهده دارد. علاوه براین، ازآنجائیكه این عملكرد ا

 PTE آنزیم بعنوان آنزیم فسفوتری استراز

(Phosphotriesterase)  نیز معرفي شده، لذا علاوه برسم

کاهش آلودگیهای ناشي از مصرف  حذف یا زدایي و

توانایي اختصاصي آن در  ترکیبات ارگانوفسفره همراه با

های ارگانو فسفره،  ی استرتر آزادسازی فسفات سوم از

در  نقش موثری نیز( Biofertilizer)بعنوان کود زیستي 

نموده  بازیافت فسفات و نتیجتا حاصلخیزنمودن خاک، ایفا

 است.

 نتیجه گیری

توانایي میكروارگانیسمهای خاک شالیزارها دراستفاده 

ازترکیبات ارگانوفسفره نظیر دیازینون )بعنوان آفت کش( 

  OPHبا القاء تولید آنزیم ،عالیتهای حیاتي خودبرای تامین ف

این  طیف وسیعي از هیدرولیزمنجر به  صورت مي گیردکه

را حذف یاکاهش مي دهد.  سمیت آنها گردیده و ترکیبات

عملكرد فسفوتری استرازی خود مي علاوه براین، آنزیم با 

 کود بازیافت فسفات برای تولید در نقشي موثر تواند

. دراین ایفاء نماید ،ظ حاصلخیزی خاکزیستي، جهت حف

 OPHتدریجي و موثر آنزیم  عملكرد نتایج حاصل از تحقیق

 نشان داد که این آنزیم و دما pH نظر شرایط بهینه از رد

زمینهای  سم زدایي از مناسبترین کاتالیست زیستي در

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.4.8
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کاهش ترکیبات  حذف یا )با با کارآیي بالا کشاورزی

 . البته این نتایج بامي باشد (نونارگانوفسفره نظیر دیازی

 فعالیت محلول آنزیمي گرفته شده ازاستفاده از

 درصورتکه  ،بدست آمده OPH آنزیم مولدارگانیسم میكرو

 خواهد استفاده از آنزیم خالص شده، به نتایج مطلوبتری نیز

 رسید.
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Abstract 

Organophosphorus compounds, such as diazinon, are widely used as pesticides and 

insecticides in agriculture, due to their unique characteristics. Organophosphate 

Hydrolase (OPH) enzyme effectively hydrolyses a wide variety of organophosphate 

esters. In the present study, by using both enrichment culture and maximum dilution 

frequency techniques, the diazinon degradation bacteria was isolated from treated 

samples (Rice field) and was identified by morphological and biochemical tests. Then 

the enzyme was extracted from its bacterial strain and then purified using ammonium 

sulfate and ion exchange chromatography. The purity of the enzyme was confirmed by 

electrophoresis (SDS-PAGE), then its molecular weight was determined by specific 

marker proteins and its kinetic properties was evaluated. Using enrichment culture 

technique and the increasing factor of the biodegradability in diazinon-treated samples, 

enzymatic hydrolysis time decreased significantly with less than 10 hours. The main 

metabolite produced from diazinon hydrolysis was identified as 2-isopropyl-6-methyl-4-

Hydroxy pyrimidine (IMHP) through both thin layer chromatography (TLC) and 

spectrophotometry techniques. IMHP has less toxicity compared with diazinon. The 

OPH enzyme was purified to 57.48 fold to a specific activity of 16.44 U/mg of protein 

from the crude enzyme solution with a yield of 11.4 percent and approximate molecular 

weight of 40 KD. Maximum activity enzyme was at optimum pH 8.5 and temperature of 

37  ͦ C. Additionally, substrate concentration up to 0.05 M and Co+2, Ca+2 metal ions 

presence had 119 and 106 percent respectively positive effects on activity enzyme. 

Michaelis constant (Km) and maximal velocity (Vmax) values for diazinon, as substrate 

were calculated as 434.2 μM and 107.3 μM/min, respectively. The overall results 

showed that OPH enzyme with its activity gradual and effective in addition to 

detoxification, could be played a key role in recovery of phosphate for the production of 

biofertilizer. 

Keywords: Organophosphate Hydrolase (OPH), diazinon, 2-isopropyl-6-methyl-4-

Hydroxy pyrimidine (IMHP), enzymatic hydrolysis 
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