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مولد آنزيم ارگانوفسفات هيدرولاز درسم زدايي  زيبررسي عملكرد ميكروارگانيسم خاك
 و ارزيابي خواص كينتيكي آن) ديازينون(تركيبات ارگانوفسفره 

  2عباس صاحبقدم لطفي و *1محمد حاجي ابوالحسني

  ايران، تهران، سازمان پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران، پژوهشكده فناوريهاي شيميايي 1
  گروه بيوشيمي باليني دانشكده علوم پزشكي،تهران، دانشگاه تربيت مدرس،  ،ايران 2

  24/02/1399 :تاريخ پذيرش  07/10/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

تركيبات ارگانوفسفره نظيرديازينون بدليل ويژگيهاي منحصربفردخود بطوروسيعي بعنوان آفت كش وحشره كش دركشاورزي 
را  بطور موثري طيف وسيعي از تركيبات استري ارگانوفسفاتها (OPH)آنزيم ارگانوفسفات هيدرولاز. رندمورداستفاده قرارمي گي

دراين تحقيق با استفاده ازدو تكنيك غني سازي محيط كشت و حداكثرتكرار دررقت سازي، ميكروارگانيسم . هيدروليز مي نمايد
، جداسازي وباانجام تستهاي مورفولوژيكي )مزارع شاليكاري(ن تجزيه كننده ديازينون از نمونه هاي تيمار شده باديازينو

سپس آنزيم ازسويه باكتريايي استخراج و بترتيب بااستفاده ازرسوب دهي باسولفات آمونيوم .وبيوشيميايي شناسايي شد
لي آن نيز تاييدووزن مولكو SDS-PAGEخلوص آنزيم بااستفاده ازالكتروفورز. وكروماتوگرافي تعويض يوني تخليص گرديد

بااستفاده ازتكنيك غني سازي محيط كشت و افزايش عامل  .توسط ماركرپروتئيني مشخص وخواص كينتيكي آن بررسي گرديد
. ساعت تقليل يافت10تجزيه زيستي نمونه هاي تيمارشده باديازينون، زمان هيدروليز آنزيمي باكاهش قابل توجهي به كمتراز

بااستفاده  (IMHP)هيدروكسي پيريميدين 4--متيل 6--ايزو پروپيل2-يمي ديازينون،متابوليت اصلي حاصل ازهيدروليزآنز
سميت كمتري  درمقايسه باديازينون IMHP. و اسپكتروفتومتري شناسايي گرديد (TLC)ازدوتكنيك كروماتوگرافي لايه نازك 

 4/11 بازده محلول عصاره آنزيمي و تئين ازواحددر ميليگرم پرو 44/16مرتبه، بافعاليت ويژه  48/57به ميزان  OPHآنزيم . دارد
 5/8و  Cͦ 37 بهينه براي ماكزيمم فعاليت آنزيم بترتيب برابر pHو دما. خالص سازي شد KD40وزن مولكولي تقريبي درصد و

آنزيم  فعاليت درصد تاثير مثبت بر 106 و 119بترتيب  Ca+2, Co+2 يونهاي فلزي و M05/0 اين غلظت سوبسترا تا علاوه بر. بود
با  براي ديازينون بعنوان سوبستراي واكنش بترتيب برابر (Vmax) حداكثر سرعت آنزيم و (Km) پارامترهاي ثابت ميكائيليس. داشتند

Mµ2/434  وMµ3/107 نتيجه اينكه آنزيم . دقيقه محاسبه گرديد درOPH فعاليت تدريجي و موثر خود علاوه بر سم زدايي،  با
  .كند زيستي ايفاء كود رآزادسازي فسفات براي توليدتواند نقشي كليدي دمي

، هيدروليز (IMHP)هيدروكسي پيريميدين -4-متيل 6--ايزوپروپيل 2-آنزيم ارگانوفسفات هيدرولاز، ديازينون، :هاي كليدي واژه
  آنزيمي

 abolhasani@irost.ir:، پست الكترونيكي 021-  57416270:تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
 ارگانوفسفره مثل پاراتيون، ديازينون، پارااكسان ازتركيبات 

جمله مواد شيميايي شناخته شده اي هستند كه بدليل 
 براي آفات و سميت بالا( ويژگيهاي منحصربفرد خود

، بعنوان آفت كش و حشره كش )عملكرد سيستماتيك آنها

بطور وسيعي در كشاورزي مورد استفاده قرار مي گيرند 
ماندگاري آنها در محصولات  رات ناشي از، اما اث)44،3،22(

كشاورزي خطرات بزرگي براي سلامت انسان و ساير 
كه  مي آورند تعادل اكوسيستم پديد نيز موجودات زنده و
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مدتها پيش  آسيبهاي عصبي حاد و مزمن اينگونه تركيبات از
اثرات ). 24،16،2( اثبات رسيده استه شناخته شده و ب

، نيز در جانوران مختلف جهش زايي و سرطاني آنها
  ).8( خصوصا انسان آشكار گرديده است

كار  با جلوگيري از در واقع اين تركيبات سميت خود را
. كننددر سيستم عصبي اعمال مي آنزيم حياتي كولين استراز

به ) بعنوان مهاركننده( غالبا اتصال تركيبات ارگانو فسفره
والان و آنزيم استيل كولين استراز از نوع پيوند كو

 به تجمع استيل كولين در است كه منجر ناپذيربرگشت
 ماهيچه هاو با محل سيناپسهاي عصبي، انقباض شديد

توقف حركات تنفسي باعث مرگ مسموم مي شوند 
كلي تركيبات ارگانوفسفاتها شبيه هم  تقريبا ساختار). 4،43(

داراي سه پيوند فسفواستر مي باشند كه هيدروليز  بوده و
حذف  و اين پيوندها منجربه كاهش سميت آنها يكي از

 سازي استيل كولين استراز مي گردندعملكرد غيرفعال
روشهاي مختلف فيزيكي، شيميايي و  از). 14،18(

تخريب تركيبات ارگانو فسفره  بيولوژيك براي تجزيه و
بمنظورسالم سازي آلودگيهاي زيست محيطي استفاده مي 

مترين وكارآمدترين آنها شود، كه روش بيولوژيكي از مه
 اين روش ميكروارگانيسمهاي محيطي موجود در .مي باشد
 .Flavobacterium spو  .Pseudomonas spآب مثل / در خاك

با  ،(OPH)آنزيم ارگانوفسفات هيدرولاز  با استفاده از
 هيدروليز طيف وسيعي از تركيبات ارگانو فسفره هم منجر

آنها بعنوان  ه و هم ازگرديد كاهش سميت آنها به حذف يا
نيتروژن، فسفر، گوگرد براي تغذيه و يا انرژي  منابع كربن،

نيازخود بهره برداري  جهت تامين فعاليتهاي حياتي مورد
نتيجه اين هيدروليز، شكست ). 39 ،21 ،13 ،7( مي نمايند

و ايجاد الكل است كه  P-O ,P-S ,P-F P-CNدر پيوندهاي 
  . ت كروموفور هستنددراغلب اوقات بصورت تركيبا

بعنوان بهترين آنزيم  (OPH)آنزيم ارگانوفسفات هيدرولاز 
تجزيه كننده تركيبات ارگانوفسفره، يك متالوآنزيم 
  همودايمر مي باشد كه تعيين ساختارسه بعدي آن توسط

X-ray حاكي ازآن است كه داراي موتيف(αβ)-barrel   بوده
تايي اسيد  و جايگاه فعال آنزيم بوسيله يك دسته شش

 Znآمينه هيستيدين احاطه گرديده و يونهاي دو ظرفيتي 
اي فلزي را تشكيل  موجود در آن، يك مركز دو هسته

دهندكه با يك پل هيدروكسيلي بيكديگر مرتبط  مي
سوبستراهاي اختصاصي اين آنزيم ). 27،17(باشند  مي

باشد، بطوريكه اكسيژنهاي فسفوريل آن  نسبتا گسترده مي
ند با گوگرد و يا دو گروه اتوكسي آن با گروههاي توان مي

در اين واكنش . متيل، پروپيل يا فنيل جايگزين شوند
تواند شامل فنلها يا  هيدرولازي، گروه ترك كننده مي
  ).9،20،30،31،26(آلكيلهاي داراي تيول يا فلورايد باشد 

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

pyrimidinyl]phosphorothioate)  پنجمين تركيب از انواع
 كشاورزي بطور كشهاي ارگانو فسفره بوده كه درآفت

سم زدايي محيط زيست  آن استفاده مي شود، لذا وسيعي از
). 25،1(گرفته است  توجه قرار اين تركيب بسيار مورد از
 نمونه هاي خاك مزارع برنجكاري در اين تحقيق ابتدا از در

،  )ديازينون(تركيبات فسفره آلي  معرض
ميكروارگانيسمهاي محيطي مولدآنزيم ارگانوفسفات 

 .شناسايي شد جداسازي و  (.Pseudomonas sp)هيدرولاز
 (IMHP)هيدروكسي پيريميدين-4-متيل-6-ايزوپروپيل2-سپس

 آنزيمي ديازينون هيدروليز بعنوان متابوليت اصلي حاصل از
دو روش  تفاده ازبا اس) آن از سميت كمتر با(

و اسپكتروفتومتري  (TLC)كروماتوگرافي لايه نازك 
خالص سازي آنزيم نيز انجام و . بررسي گرديد شناسايي و

  .ارزيابي قرارگرفت خواص كينتيكي مورد

  روشها و مواد
مزارع  از معرض ديازينون قرارگرفته ك درخا يها نمونه

 تا و اردادهقر ستريلا ظروف در شاليكاري جمع آوري و
براي انجام . اري شدندنگهد C° 4 در دماي مايشآز نماز

نمونه به لوله هاي آزمايش منتقل و  گرم ازهر10آزمايشات 
 كاملا مخلوط و آب، باورتكس آنها را ميلي ليتر 10افزودن
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 سپس از .تا ته نشين گردد گذاشته شد، مدتي بحال خود
حجمي به محيط كشت نمكي  %10مايع رويي بميزان 

% 3/0ريل محتوي تركيبات ذيل وحاوي ديازينوناست
 در ، تلقيح و0.45µ استريل شده بافيلترهاي ميلي پور

  .داده شد قرار C° 2±28 دماي انكوباتور با
(NH4)2HPO4,0.5g; MgSO4.7H2O,0.2g; K2HPO4,0.1g; 
Ca(NO3)2,0.01g; Na2HPO4.12H2O,0.2g; FeSO4, 0.01g; 
CuSO4.5H2O,0.015g; MnCl2.4H2O,0.025g; Yeast 

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

-4-متيل-6-ايزوپروپيل2-ميزان هيدروليز ديازينون و تشكيل

بعنوان متابوليت اصلي  (IMHP)هيدروكسي پيريميدين
حاصل از هيدروليز آنزيمي ديازينون وارتباط بين افزايش 

، همزمان با كاهش سطح 210nmدرطول موج IMHPميزان
ناشي ازهيدروليزآن بااستفاده  230nm رطول موجديازينون د

آنها بررسي گرديده  .O.Dاز اسپكتروفتومتري و خواندن
  ).11،15(است

با : جداسازي ميكروارگانيسم تجزيه كننده ديازينون
 Enrichment(استفاده از تكنيك غني سازي محيط كشت 

culture ( و تكنيك حداكثرتكراردررقت سازي
)Maximum dilution frequency technique (

ميكروارگانيسم تجزيه كننده ديازينون از نمونه هايي كه با 
از روش رنگ . ديازينون تيمار شده اند، جداسازي شد
ميكروسكپ و از  آميزي گرم براي مشاهده باكتري درزير

آزمايشات بيوشيميايي محيط هاي كشت افتراقي براي 
  ).10(استفاده شد

ت افزايش عامل غني سازي محيط كشت جه - 1
بااستفاده ازاين تكنيك، با : هيدروليزكننده ديازينون

ها و تلقيح آن به  برداشت يك لوپ از هر كدام از نمونه
محيط كشت مايع فوق الذكر، اجازه داده شد تا 

محلول مايي ديازينون به  ابتدا در.ميكروارگانيسم رشد نمايد
وقتيكه . با سوسپانسيون نمونه انكوبه گرديد 1:  1نسبت 

باشفاف شدن (ديازينون از اين مخلوط ناپديد شد 
محلول ديازينون مخلوط  5mLاز آن مجددا با  5mL،)محيط

زمان  و دما نظر از(همان شرايط آزمايش قبلي  و با
روز انكوباسيون،  10انكوبه و در طي مدت ) انكوباسيون
ميزان هيدروليز ). 35،36( بار تكرار گرديد 5اين عمل 

نمونه ها  .O.Dون بااستفاده از اسپكتروفتومتر وخواندنديازين
  .كنترل شده است 230nm درطول موج

حداكثرتكراردررقت سازي جهت تهيه بهترين رقت  - 2
بااستفاده ازاين تكنيك، از محيط : تجزيه كننده ديازينون

بدين 12-10 تا  1-10كشت غني شده فوق، رقتهاي سريالي از
 كشت غني شده در ازمحيط 1mLابتدا . طريق تهيه شد

 آزمايش قبلي به لوله آزمايش اول استريل شده منتقل و
ايي حاوي ديازينون به ممحلول  از9mL افزودن  سپس با

تهيه  1-10رقت  بدين ترتيب نمونه با تا آن، تيمار گرديد
لوله آزمايش اول  از 1mL ،2-10 براي تهيه رقت .شود

 با مجددا شده منتقل وبرداشته به لوله آزمايش دوم استريل 
 تيمار وي ديازينون به آن،محلول مايي حا از9mL  افزودن
همان  با تيمار نمونه ها دراين آزمايش نيز). 37(گرديد 

. انجام شد)ازنظردماوزمان انكوباسيون(شرايط آزمايش قبلي
ميزان هيدروليز ديازينون بااستفاده از اسپكتروفتومترو 

كنترل شده  230nmموج نمونه ها درطول .O.Dخواندن 
  .است

استخراج ديازينون و متابوليتهاي ناشي ازهيدروليزآنزيمي 
درطي مدت انكوباسيون وبطورهمزمان نمونه ها، ابتدا : آن
استون به نسبت  –مخلوط هگزان mL 40و سپس  mL60با 
 mL 200دقيقه در يك فلاسك با حجم 20براي  1:  1

×  g ر دقيقه با دو 10سپس بمدت . شد همزده 
مايع رويي به يك دكانتور منتقل، . گرديد سانتريفيوژ 10000

فاز استون آن با اضافه كردن آب، از فاز هگزان جدا گرديد 
دراين مرحله نيز ابتدا .. شد و فراكشن هگزان نگهداري 

mL60 و سپس mL40 دي اتيل اتر به  –مخلوط كلروفرم
فزوده، براي ا) جداشده ازمرحله قبل(به فازآبي  1:  1نسبت 
دقيقه اجازه داده شد تا مخلوط  30دقيقه همزده و  10مدت 

هر . در اينجا نيز فاز آلي از فاز آبي جدا گرديد. ساكن شود
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دي اتيل اتر در دماي  –دو فراكشن هگزان و كلروفرم 
سپس . تبخير و خشك شدند) o C 223حدود (محيط 

لهاي شيشه اي منتقل، تبخير و متانول حل و به وياmL2در
 متانول حل شده و ml 1مجددا نمونه ها در . خشك گرديد

رار براي آناليز با كروماتوگرافي لايه نازك مورد استفاده ق
  ).34(گرفت 

نمونه ها كه محتوي ديازينون : كروماتوگرافي لايه نازك
--4متيل -6-ايزوپروپيل- 2ويامحصول هيدروليز ديازينون؛ 

است، برروي صفحات  (IMHP)پيريميدين هيدروكسي 
TLC  لكه گذاري و باقراردادن درحلال فازمتحرك تشكيل

اتيل استات با  –كلروفرم  - شده از مخلوط حلالهاي بنزن 
صفحات پس . ، بررسي وشناسايي گرديد1:  2:  2نسبتهاي 

% 95در اتيل الكل % B 1از خشك شدن، ابتدا با رودامين 
در هيدروكسيد سديم % 5/0م كلرايدوسپس با محلول پالادي

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

: تكثيرميكروارگانيسمهاي هيدروليزكننده سموم فسفره
، LBاستوك باكتريايي بعداز كشت درمحيط كشت 

انكوبه  C28°و دماي  rpm 200درشيكرانكوباتور باچرخش 
، (OD600)كشت باكتري درمحيط  آمدن كامل بالا از بعد .شد
 دقيقه سانتريفيوژ10بمدت  C4°و دماي  g×10000  دور با

 OPHبمنظور القاء باكتري به افزايش توليدآنزيم  .گرديد
رسوب حاصله به محيط كشت  براي هيدروليز ديازينون،

 شيكر نمكي مايع حاوي ديازينون انتقال يافته و مجددا در
مدت ب C ͦ28 و دماي rpm 200چرخش  با انكوباتور

مرحله بعدي جهت جداسازي  در. ساعت انكوبه شد24
باكتريها ازمحيط كشت نمكي مايع محتوي ديازينون، 

 دقيقه سانتريفيوژ10بمدت  C4°و دماي  g×10000بادور
  بافر سديم فسفات mL5 به رسوب باكتريايي،. گرديد

mM 50  5/8باpH=  حاويmM PMSF 5  به عنوان آنتي
  .دقيقه استيرر شد20دت پروتئاز اضافه كرده و بم

: )مراحل تخليص آن(تهيه عصاره آنزيمي عاري از سلول
نوع آنزيمهاي درون  آنجايي كه آنزيم استخراج شده از از

سلولي بود،لذاطي مراحل چهارگانه ذيل اقدام به جداسازي 
همزمان . عصاره آنزيمي ازتوده سلولي وتخليص آن گرديد

بااستفاده از  فعاليت آنزيمي درهريك ازمراحل فوق
سپس  .آنها، كنترل شده است .O.D وخواندن اسپكتروفتومتر

ژل پلي آكريل  در SDS-PAGE استفاده از الكتروفورز با
 آنزيمي با سوبستراي اختصاصي، وزن مولكولي باند و آميد

 فعاليت ويژه آنزيم نيز پروتئيني شناسايي و ماركر استفاده از
  .واكنش مشخص گرديدبراي ديازينون بعنوان سوبستراي 

عمل : بين بردن ديواره سلولي باكتري از - مرحله اول
زمان  با C˚4سونيكيت كردن باكتري روي يخ دردماي

بار  10 به تعداد ثانيه و 15 فاصله ثانيه با 60سونيكيت 
سونيكيت بلافاصله  محلول حاصل از سپس .صورت گرفت

 فيوژدقيقه سانتري 30 بمدت C˚4 و دماي g×17500 دور با
رسوب بدست آمده  ريخته تا دور محلول رويي را .گرديد

  .گيرد استفاده قرار مورد مرحله بعد در

براي افزايش  X-100استفاده از تريتون - مرحله دوم
رسوب حاصل ازمرحله : حلاليت غشاي سلول باكتري

 قبل كه حاوي آنزيم بود بلافاصله به بافر سديم فسفات
mM50  5/8باpH=  تريتون صددر 5/2حاويX-100  انتقال

 C˚4ساعت دردماي 24محلول حاصل بمدت . داده شد
 2 بمدت C˚4 دماي و g×20000 دور سپس با نگهداري و

نتايج حاصل از انجام سنجش  .ساعت سانتريفيوژ گرديد
فعاليت آنزيمي دراين مرحله نشان دادكه تنها محلول رويي 

محلول  لذا جمع آوري و بعنوان فعاليت آنزيمي داشته و
آنزيمي نگهداري شدتادرمراحل بعدي تخليص ازآن 

  .استفاده شود

ابتدا : سولفات آمونيوم رسوب دهي با -مرحله سوم
 =5/8pHبا  mM50 عصاره آنزيمي در بافر سديم فسفات

حل و بترتيب محلولهاي سولفات آمونيوم بادرصدهاي 
دريك حمام يخ به %) 80و % 60، %40، %20(مختلف 

 ي اضافه و بĤرامي بمدت يكساعت استيررمحلول آنزيم
دقيقه 15بمدت  C˚4 دماي وg×20000 دور سپس با .گرديد
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آزمايش . ريخته شد لايه بالايي آن دور و سانتريفيوژ
روش اسپكتروفتومتري  استفاده از سنجش فعاليت آنزيمي با

بعنوان %  60بررسي و بر اين اساس رسوب.O.D خواندن و
مقدار پروتئين  يزان فعاليت برلحاظ م از بهترين درصد
براي جدا كردن  كيسه دياليز نهايتا از. انتخاب گرديد

  .پروتئين استفاده شد نمكهاي سولفات آمونيوم از

تخليص نهايي : استفاده ازكروماتوگرافي- مرحله چهارم
استفاده ازستون كروماتوگرافي تعويض  عصاره آنزيمي با

-DEAE(سفاروز  - يوني دي اتيل آمينواتيل

Sepharose((300×15mm) ستون با مقداراضافي . انجام شد
 شدت جريان با =5/8pHبا  mM50 بافر سديم فسفات

mL/min1 موادي كه به ستون متصل نشده اند،  شسته تا
 براي جداكردن پروتئينهاي متصل شده، با. برداشته شوند
  سديم كلرايد در بافر سديم فسفات mM50شيب غلظتي از

ستون شستشوداده و فراكشنها باحجم تقريبي ، =5/8pHبا 
mL5 سنجش فعاليت آنزيمي فراكشنها  .جمع آوري شد

 آنها .O.Dنيزبا استفاده از روش اسپكتروفتومتري وخواندن 
  .كنترل گرديد

 استفاده از با:  SDS-PAGE الكتروفورز - مرحله پنجم
خلوص تك باندعصاره آنزيمي  SDS-PAGE الكتروفورز

پروتئيني  ماركر استفاده از مولكولي آن نيز باتاييد و وزن 
 . مشخص گرديد

ابتدابراي : تعيين فعاليت آنزيم باروش اسپكتروفتومتري
بي كربنات / شروع واكنش، ديازينون به بافرسديم كربنات

mM 20 )5/8=pH (  افزوده و سپس عصاره آنزيمي به آن
با . محلول دائما با استيرر همزده شد اضافه كرده و

-4-متيل 6--ايزو پروپيل 1mol -2 ديازينون،  1molيدروليز ه

 ودي اتيل تيوفسفريك اسيد(IMPH)هيدروكسي پيريميدين 
(DEP) غلظت .توليدمي گرددIMPH همراه باتنظيمpH  

، با استفاده از اسپكتروفتومتر اندازه 5/8نمونه هاي مائي در 
ماكزيمم جذب داردكه  nm 210اين تركيب در .شد گيري 

همچنين . گرديد ا اندازه گيري غلظت آن تعيين مقدار ب

بعلت تشكيل اسيد در خلال هيدروليز ديازينون ولزوم 
به  ، نيازpH=5/8 محيط واكنش در pH ثابت نگهداشتن

كه  بي كزبنات مي باشد/ افزودن مداوم بافرسديم كربنات
 گي به مقداراوليه ديازينون داردمصرف شده بست ميزان بافر

)5 .(  

) بهينه(اپتيمم  pH  :pHاثر: OPH واص كينتيكي آنزيمخ
 بافرهاي ذيل با استفاده از براي ماكزيمم فعاليت آنزيم با

سديم : تعيين گرديد 12 تا 6هاي  pHو  mM50 غلظت
، سديم سوكسينات 5 و 4، 3 ،2 برابر باpH  استات براي

 برابر pH ، سديم فسفات براي7 و 6/6 ،5 با برابر pHبراي 
 و 9/9 ،5 با برابر pH، سديم بورات براي5/8 و 7، 5/8 با

 و 10 ،11 با برابرpH ، گلايسين سديم هيدروكسيد براي10
12 )17.(  

 C ͦ 70-20 دماهاي سنجش فعاليت آنزيم در: دما اثر
براي ماكزيمم فعاليت ) بهينه(تعيين دماي اپتيمم  بمنظور

  ).17( آنزيم انجام شد

ظتهاي متفاوت ديازينون غل اثر: غلظت سوبسترا اثر
)M05/0-01/0 (روي فعاليت آنزيم  بر بعنوان سوبسترا

  ).17( گرديد بمنظور تعيين ماكزيمم فعاليت آنزيم بررسي

مطالعات كينتيكي جهت : تعيين پارامترهاي كينتيكي آنزيم
وسرعت  (Km)منتن  -محاسبه پارامترهاي ثابت ميكائيليس

 برگ-لينويور از معادله انجام و (Vmax)ماكزيمم 
)Lineweaver-Burk plot (تعيين اين پارامترهاي  براي

فعاليت آنزيم در بافر سديم . كينتيكي استفاده گرديد
 20-100حاوي غلظتهاي  =8pHبا  mM50فسفات

به  C ͦ 30سوبسترادردماي  ديازينون بعنوانميكرومولار 
براي رسم . دقيقه موردسنجش قرارگرفت120مدت 

ازمنحني معكوس  برك - طرفه لينويور نمودارمعكوس دو
تغييرات غلظت سوبسترادربرابرمعكوس سرعت فعاليت 

  ).17(آنزيمي استفاده شده است 
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 ,Zn+2يونهايو  EDTA اثر: يونهاي فلزيو  EDTA  اثر

Co+2, Mg+2, Ca+2, Fe+3 اغلظت بmM2 برروي فعاليت
  ).31،19( آنزيم ارزيابي گرديد

  نتايج
 3- 5دادكه ديازينون در طي مدت نتايج بدست آمده نشان 

البته عمل . روز انكوباسيون، بطور كامل از بين مي رود

بعد از يك روز تاخير شروع  هيدروليز آنزيمي ديازينون
درابتداي تلقيح محيطهاي كشت حاوي ديازينون . گرددمي

ساعت، بتدريج در 24رنگي داشتند كه بعد از كدورت سفيد
كه )1-1شكل (اف گرديد اطراف محل تشكيل كلني ها شف

نشاندهنده فعاليت آنزيمي ميكروارگانيسم هاي هيدروليز 
زمان  البته اين شفافيت بمرور. كننده ديازينون مي باشد

  .مي گردد نيز وسيعتر

 
  ايجاد شفافيت دراطراف كلني ها - 1- 1 شكل

 روش اسپكتروفتومتري و استفاده از با نتايج اين هيدروليز
  در جدول 230nm طول موج ونه ها درنم .O.D خواندن

منعكس گرديده كه كاهش متوالي ميزان ديازينون ) 1- 1(
  .نشان داده است محيط را باقيمانده در

  

  230nmطول موج اسپكتروفتومتر در ثبت شده از .O.D ميزان -1-1جدول 
  روزپنجم  روزچهارم  روزسوم  روزدوم  روزاول  زمان تلقيح  نوع نمونه  رديف

 0.08681 0.12639 0.19575 0.39586 0.52238 0.56171 يزاربرنج  حسن سراخاك شال -1

 0.08769 0.12727 0.19617 0.562150.522530.39637 خاك شاليزاربرنج هاشمي -2

 0.08843 0.12815 0.19653 0.39702 0.52278 0.56263 خاك شاليزاربرنج  طارم محلي -3

 0.08912 0.12891 0.19689 0.563160.523140.39761 خاك شاليزاربرنج ديلماني -4

 0.09035 0.12973 0.19732 0.39815 0.52339 0.56354 خاك شاليزاربرنج فجر -5

          

 از نتايج حاصل ازكاربردتكنيك غني سازي نشان دادكه بعد
 120 مدت مخلوط انكوبه شده تا اولين انتقال، ديازينون در

انتقال  از بعد اما .ز گرديدساعت بعدازانكوباسيون، هيدرولي
ساعت كاهش يافت 10پنجم، هيدروليز ديازينون به كمتر از 

بعبارت ديگر غني سازي عامل هيدروليز ). 2-1(جدول
آن، باعث  آنزيمي ديازينون درنمونه هاي تيمارشده با

  .انتقال گرديده است هر در افزايش سرعت هيدروليز

ردررقت سازي نتايج حاصل ازكاربرد تكنيك حداكثرتكرا
، بهترين رقت بعنوان عامل هيدروليز 7-10نشان دادكه رقت 

بعبارت ديگر عامل هيدروليز در رقت . ديازينون بوده است
بيشتر غني شده و لذا ) نسبت به سايررقتهاي تهيه شده( 10-7

  .بالاترين فعاليت را نيز در هيدروليزديازينون داشته است

→

←
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  230nm موج طول در ه ازاسپكتروفتومترثبت شد .O.D ميزان) 2-1(جدول 
 نتايج مربوط به انتقال اول -1

  )ساعت120زمان انكوباسيون(
 ساعت اول24

0.71285 

 ساعت دوم24
0.38244 

  ساعت سوم24
0.22447 

  ساعت چهارم24
0.15812 

  ساعت پنجم24
0.06706  

 نتايج مربوط به انتقال دوم -2
  )ساعت60زمان انكوباسيون (

 ساعت اول15
0.68346 

 ساعت دوم15
0.34944 

  ساعت سوم15
0.16834 

  ساعت چهارم15
0.06643 

-  

  نتايج مربوط به انتقال سوم  -3
  )ساعت30زمان انكوباسيون (

  ساعت اول10
0.64921 

  ساعت دوم10
0.28039 

  ساعت سوم10
0.06525 

-  -  

  نتايج مربوط به انتقال چهارم  -4
  )ساعت16زمان انكوباسيون (

  ساعت اول8
0.61802 

  ساعت دوم8
0.06314 

-  -  -  

  نتايج مربوط به انتقال پنجم  -5
  )ساعت8زمان انكوباسيون (

  ساعت اول8
0.06232 

-  -  -  -  

  

 جدول نتايج مربوط به آزمايشات بيوشيميايي انجام شده در

جدا  (.Pseudomonas sp) نشان دادكه سويه باكتريايي) 3- 1(
  .تازنوع هوازي اجباري اس ٬شده ازعصاره سلولي

  نتايج مربوط به آزمايشات تشخيص باكتري -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 متابوليت  IMHP هيدروليز ديازينون وتشكيل
نتايج نشان داد كه نمونه هاي تيمار : آن اصلي حاصل از

 شده با ديازينون توسط آنزيم هيدروليزگرديده، بطوريكه در
اول انكوباسيون، غلظت ديازينون به صورت  روز 3

 پايين ترين حد روز پنجم به تا تصاعدي كاهش يافته و
بعنوان متابوليت  (IMHP)آن  همزمان با. ممكن رسيده است

طي اين مدت غلظت  در اصلي محصول هيدروليز،تشكيل و
  ). 1- 1(نمودار  آن افزايش پيدا مي كند

داد كه در فراكشن  آناليز باكروماتوگرافي لايه نازك نشان 
قبل (و تيره رنگ  Rf =78/0هگزان، عمدتا ديازينون با 

دي اتيل اتر،  - و در فراكشن كلروفرم) ازشروع هيدروليز
-4-متيل6--ايزو پروپيل2-محصول هيدروليزديازينون يعني

و  UVزير نور  Rf = 16/0با (IMHP)هيدروكسي پيريميدين 
 .به رنگ آبي ظاهرشد

  

  
  IMHP وهمزمان تشكيل  آن تيمارنشده با نمونه هاي تيمارشده و مقايسه ميزان هيدرليز ديازينون در -1-1نمودار 
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روز اول انكوباسيون با نمونه  3اين مطالعه نشان داد كه در 
شده و  IMHPهاي تيمار شده با ديازينون، ابتدا تبديل به 

متابوليزه و به ) ساعت100تا75بين( روز بعدي2سپس در 
بعبارت ديگرازيك . گرديده است دي اكسيد كربن تبديل 

مونه هاي تيمارشده، سطح طرف باهيدروليزديازينون در ن
، به همان IMHPديازينون كاهش يافته واز طرف ديگر 

البته اين حالت در مخلوط . ميزان افزايش پيداكرده است
- 1(شكل  ساعت قابل رويت مي باشد 75انكوباسيون تا 

2 .(  

  
بعنوان محصول  IMHPازديازينون و  TLCنتايج آناليز -2-1شكل 

  هيدروليزآنزيمي آن 

مربوط به فراكشن هگزان بوده و ديازينون رانشان )5(تا)1(مارهلكه ش
دي اتيل -مربوط به فراكشن كلروفرم)8(تا)6(لكه هاي شماره. مي دهند

لكه هاي انتهايي مربوط به نمونه .رانشان مي دهند IMHPاتر بوده و 
نيز مشاهده نمي  IMHPهيدروليزشده بوده ولذااثري از  هاي كاملا

  .شود
  

مربوط به ديازينون  UV/Vis كتروفتومتريطيفهاي اسپ
بمنظور تاييد : تلقيح شده و نمونه هاي شاهد در IMHPو

نتايج گرفته شده از آناليز باكروماتوگرافي لايه نازك، بطور 
همزمان با استفاده از اسپكتروفتومتري نيز طيفهاي ديازينون 

درنمونه هاي  max =211nmλبا   IMHPو  max =230nmλبا 
مورد ) روز5(تلقيح شده درطي مدت انكوباسيون  شاهد و

درنمودارهاي . بررسي ونتايج آن در زير آورده شده است
كه بترتيب مربوط به نمونه شاهد درروزاول  3- 1و  2- 1

. مشاهده شده استوپنجم مي باشد، فقط طيف ديازينون 
كه مربوط به نمونه  8-1الي  4- 1درحاليكه درنمودارهاي 

تلقيح  روز در مدت پنج روزمي باشد،تلقيح شده درطي 
تلقيح  از اما يك روز بعد فقط طيف ديازينون،) 4- 1نمودار(

ضمن . نيز قابل مشاهده شده است IMHPطيف مربوط به 
همزمان با افزايش جذب آن،  و IMHPتشكيل  اينكه با

ميزان جذب ديازينون نيزروندي كاهشي پيدا كرده بطوريكه 
ن طيف ديازينون مشاهده نگرديده درانتهاي زمان انكوباسيو

  .  است

  
               max =230nmλ  طيف ديازينون با -2-1نمودار                      max =230nmλ  طيف ديازينون با -3-1نمودار                          

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

٢١ ٤٣ ٧٦٥ ٨  ٩  ١٠  
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  طيف مربوط به ديازينون در نمونه تيمار شده -4-1نمودار       ) درحال تشكيل( IMHPبوط به ديازينون و طيف مر -5-1نمودار 

                         درروزتلقيح                                   در نمونه تيمار شده     

  
  درنمونه تيمارشده IMHP طيف مربوط به ديازينون و - 7-1ر نمونه تيمار شده         نمودا در IMHPطيف مربوط به ديازينون و  -6-1نمودار 

  ) IMHP كاهش ديازينون همزمان باافزايش(در روزدوم بعدازتلقيح)             IMHP كاهش ديازينون همزمان باافزايش(در روزاول بعدازتلقيح

  
  )IMHP حذف ديازينون وافزايش( تلقيح از سوم بعد درنمونه تيمار شده در روز IMHP طيف مربوط به) 8-1(نمودار 

آنزيم :  OPH نتايج كمي مربوط به مراحل تخليص آنزيم
 .Pseudomonas spاز  (OPH)ارگانوفسفات هيدرولاز 

بااستفاده از روش رسوب گذاري باسولفات آمونيوم و 
 DEAE-Sepharose بدنبال آن با كرومانوگرافي تعويض يوني

وتئين، فعاليت كل، پر نتايج آن شامل مقدار خالص سازي و
بازده مربوط به محلول  فعاليت ويژه، ميزان خالص سازي و

نشان داده شده ) 4- 1(درجدولآنزيمي خام و فراكشنها 
با فعاليت ويژه  ،48/57به ميزان خلوص  OPH آنزيم. است
واحد درهرميلي گرم پروتئين براي ديازينون  44/16 برابر

 و كشت جدا ازمحيط% 40/11بعنوان سوبسترا و بازده
  .تخليص شده است
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  OPH تخليص آنزيم داده هاي كمي حاصله از -4-1 جدول

 حجم كل  مرحله خالص سازي
(mL) 

 پروتئين تام
(mg) 

فعاليت
  (U) كل

   زه  فعاليت وي
(U/mg protein)  

ميزان خالص سازي 
(Fold) 

 بازده

 (%)  
  100  1  286/0 39/138 25/484 35  محلول آنزيمي خام

ي سانتريفيوز محلول روي
 X100تريتون بعداز

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

محلول رويي رسوب 
گذاري باسولفات 

  %40آمونيوم

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

محلول رويي رسوب 
گذاري باسولفات 

  %60آمونيوم

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

فراكشن خارج شده ازستون 
-DEAEكروماتوگرافي 

Sepharose  

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

  

  

 عصاره آنزيمي همراه با SDS-PAGE نتايج الكتروفورز
تعيين وزن  درجه خلوص و براي تاييد: پروتئيني ماركر

  روش الكتروفورز مولكولي آنزيم تخليص شده از
SDS-PAGE 3- 1( شكل كه در همانطور .استفاده شد (

تخليص  مرحله از هر ي دردهد پروتئينهاي اضافنشان مي
حذف گرديده، بطوريكه درفراكشن خارج شده  OPHآنزيم 

 DEAE-Sepharoseستون كروماتوگرافي تعويض يوني  از
 با ، آنزيم خالص سازي شده تنها يك باند)چاهك چهارم(

 36KDناحيه بين  كيلو دالتون در 40وزن مولكولي تقريبي 
  .ماركر پروتئيني مشاهده گرديد 45KDو 

 pH محدوده در OPHبرروي فعاليت آنزيم pHاثر:  pH اثر
مشاهده  9- 1نمودار  همانطوركه در .تعيين گرديد 6- 12

به بالا، افزايش يافته  pH 6ميگردد، فعاليت آنزيم در
 به ماكزيمم فعاليت خود 5/8 با برابر pH بطوريكه در
 بهينه براي فعاليت آنزيم برابر pHبعبارت ديگر .رسيده است

 كمتر pHدر و به بالا 8/ 5از pH افزايش با .مي باشد 5/8 با
نشان داده  فعاليت آنزيم كاهش قابل ملاحظه اي را 6 از

  .است

 در C ͦ 70 -20از OPHدما برروي فعاليت آنزيم اثر: اثر دما
كه مشاهده  همانطور .مشخص شده است 10- 1 نمودار

افزايش  ابتدا با افزايش دما فعاليت آنزيم نيز در. گرددمي
 شدت گرفته، بطوريكه در C ͦ 37-30 اين افزايش از يافته و
بعبارت . رسيده است به بالاترين ميزان خود C ͦ 37 دماي
 .باشدمي C ͦ 37براي فعاليت آنزيم دماي  بهترين دما ديگر

شيب  اين محدوده فعاليت آنزيم با از ادامه افزايش دما با
تقريبا  به بعد C ͦ 70 دماي تندي كاهش يافته بطوريكه در

 .دست داده است از را فعاليت خود

 محدوده در غلظت ديازينون بعنوان سوبسترا اثر: اثر غلظت
M05/0 -01/0 آن است كه  حاكي از 11- 1 نمودار در

 M05/0غلظت  در بالاترين فعاليت را OPH عصاره آنزيمي
همچنين  .دارد غلظتهاي سوبسترا نسبت به ساير سوبسترا
غلظت  تا زيم يك منحني هيپربوليك با سوبسترافعاليت آن

M05/0 اين غلظت، تغييري در از بالاتر اما .نشان داده است 
  .فعاليت آنزيم مشاهده نشد

پارامترهاي كينتيكي : ارزيابي پارامترهاي كينتيكي آنزيم
برك بوسيله ديازينون بعنوان  - بااستفاده ازنمودارلينويور
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براي محلول آنزيمي Vmax وKm سوبسترامحاسبه شدكه مقدار
سوبستراي هيدروليز شده µM3/107 و µM2/434 بترتيب

  .)12-1نمودار(دقيقه تعيين گرديد  در ليتر در

  

  
چاهك پنجم تكرارچاهك  و مراحل دوم تاچهارم تخليص آنزيم مربوط به، سوم و چهارم دوم هايچاهك اول ماركر، چاهك:ازسمت چپ -3-1شكل 

  .كيلودالتون دارد 45 تا 36وزن مولكولي بين  OPHان مي دهد اين باندآنزيمي چهارم مي باشدكه نش
   

  
 OPH فعاليت آنزيم بر pH اثر – 9-1 نمودار

 ,Zn+2و يونهاي EDTAتاثير : و يونهاي فلزي EDTAاثر

Co+2, Mg+2, Ca+2, Fe+3  برروي فعاليت آنزيمOPH درpH 
 5-1بررسي و نتايج آن درجدولC ͦ 37 دمايو  5/8برابربا 

 وMg+2 نتايج نشان داديونهاي.منعكس گرديده است

Zn+2درحاليكه يونهاي. فعاليت آنزيم ندارند تاثيرمهمي بر 

Co+2 وCa+2 فعاليت آنزيم راافزايش داده امايون Fe+3  فعاليت

97000D 

 

84000D 
 

66000D 

55000D 

 

45000D 

36000D 
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بيشترين اثرمنفي برفعاليت  EDTAآنزيم راكاهش داده و
  .تآنزيم داشته اس

 OPHمقايسه تاثيريونهاي فلزي يبرروي فعاليت آنزيم -5-1جدول 

 يونهاي فلزي  درصدفعاليت
100  Normal)بدون يون(  
84  Zn+2 
119  Co+2 
106  Ca+2 
77  Mg+2 
43  Fe+3 
11  EDTA

  

  

  

  
 OPH فعاليت آنزيم بر دما اثر - 10ر نمودا

  

  
  برفعاليت آنزيم)ديازينون(اثرغلظت سوبسترا - 11-1نمودار

 

  
  برك مربوط به عصاره آنزيمي خالص سازي شده -لينويور نمودار – 12-1نمودار 

 

   بحث

بطور كلي فرآورده هاي كشاورزي همواره با خسارات 
مسئله با بيشمار ناشي از آفات مواجه بوده است كه اين 

توجه به نيازهاي فزاينده جوامع انساني به تامين غذا و 
انرژي از اهميت فراواني برخوردار بوده و باعث گرديده تا 

وسيعي مورد استفاده  عنوان كلي آفت كش بطور سموم با
 آسيبهاي ناشي از ماندگارياز سوي ديگر . قرار گيرند
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در فرآورده هاي سموم خصوصا آفت كشهاي فسفره 
انسان  ،خطرات بزرگي در سلامت جانوران مفيدشاورزي، ك

سميت آفت كشها در . آورند و تعادل اكوسيستم پديد مي
موجودات مختلف بويژه جانوران بطور گسترده اي بررسي 
گرديده و شواهد متعددي از ابعاد بيوشيمي، سم شناسي، 
مورفولوژي، بافت شناسي و سيتوژنتيك آنها باثبات رسيده 

ه اين اثرات تابع عوامل مختلف ازجمله نوع، مقدار و كه البت
ساختار شيميايي سم، گونه، جنسيت و سن موجود زنده و 

   .باشند نيز راههاي ورود سم در بدن حيوان مي

 پاكسازي تحقيقات بمنظور سم زدايي ودر اين راستا، 
با استفاده از  خطرناك اين تركيبات محيط زيست از

ي و بيولوژيكي موردتوجه روشهاي فيزيكي، شيمياي
روشهاي  منفي استفاده از ازجمله ابعاد .قرارگرفته است

فيزيكي و شيميايي سم زدايي و زدودن آلودگيهاي  زيست 
 به محيط زيست، افزايش آلودگيهاي جديدمحيطي شامل 

هزينه  وبازدهي پايين  ،فعاليتهاي زيستي حذف بسياري از
ك ميكروارگانيسمهاي درروش بيولوژي. مي باشد ي آنهابالا

محيطي كه در خاك و آب قرار دارند، در تجزيه مواد 
شيميايي مختلف از جمله تركيبات آلي فسفره توانائيهاي 

باكتريها قابليت تكثير فوق العاده اي . چشمگيري دارند
نمايند، شرايط  داشته و در شرايط مختلف رشد مي

اقتصادي  نگهداري و بكار گيري آنها از نظر زمان و هزينه
مقرون بصرفه بوده و چون بسياري از آنها بعنوان 

گردند، احتمالا  فلورطبيعي محيط زيست محسوب مي
توانايي اختصاصي  لذا. نمايند آلودگي ديگري ايجاد نمي

ميكروارگانيسمهاي باكتريايي و قارچي در اين است كه 
آفت كش را به متابوليتي با سميت كمتر تبديل كرده و پس 

مجددا بوسيله همان ميكروارگانيسم، و يا بوسيله از آن 
طيف وسيعي از ميكروارگانيسمهاي ثانويه اي كه در 
محيطهاي خاكي و آبي وجود دارند، متابوليت حاصل 

و بعنوان منبع كربن، نيتروژن، فسفر و يا  شده متابوليزه
انرژي در تامين فعاليتهاي حياتي باكتريها مورد استفاده قرار 

  ). 41(گيرد مي

اين مطالعه  در TLCروش  استفاده از نتايج گرفته شده با
ديازينون  ،نشان داد كه درطي دوره پنج روزه انكوباسيون

(RF=0.78) سوم  روز موجود درنمونه هاي تيمار شده، تا
توسط آنزيم )  بعدازيك تاخيريكروزهالبته (انكوباسيون 

OPH به و  هيدروليزIMHP (RF=0.16) ) متابوليت بعنوان
تبديل  سميت كمتر ، با)ديازينوناصلي ناشي ازهيدروليز 

در ادامه  .باشدكاملا مشخص مي TLCشده كه درصفحات 
و به دي اكسيد  شده نيز مينراليزه IMHPهيدروليز آنزيمي، 

اين نتايج مطابق با . )2- 1شكل( گرديده است كربن تبديل 
 ,Sethunathan, N. and Yoshidaگزارشاتي است كه 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  ،اين نتايج، درطي مدت انكوباسيون بمنظور تاييد
 آنزيمي هيدروليزاسپكتروفتومتري جهت مانيتورينگ 

و  IMHP (λmax=211nm)، تشكيل  (λmax=230nm) ديازينون
همزمان باكاهش تدريجي ديازينون  IMHPافزايش نيز

نتيجه آنكه ازيك طرف ديازينون بوسيله . استفاده شده است
 ،در نمونه هاي تيمار شده OPHهيدرولازي آنزيم  عملكرد

به پايين  وهيدروليز گشته و سطح آن بتدريج كاهش يافته 
ممكن رسيده، و از طرف ديگر محصول  ترين حد
  به همان ميزان افزايش يافته و IMHP٬يعني  هيدروليز

تا  1- 1نمودارهاي( نشان داده است ممكن را بالاترين حد
اين نتايج مطابق با نتايجي است كه توسط . )8- 1

Sethunathan, N., Pathak, M. D., 1971 گزارش شده است 
)35(.  

روشي است كه به  ،فاده از محيط كشت غني شدهاست
نظر در مقايسه با  افزايش تعداد ميكروارگانيسمهاي مورد

اين فرآيند، شامل . شود ساير ميكروارگانيسمها منجر مي
 ،ايجاد شرايط مناسب براي رشد ميكروارگانيسم موردنظر

با ايجاد شرايط نامناسب براي رشد ساير ميكروارگانيسمها 
آنزيمي  ن مطالعه بمنظوركاهش زمان هيدروليزدراي. است
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تكنيك غني سازي محيط كشت و  استفاده از با ،ديازينون
بدنبال آن تراكم مناسبي از جمعيت ميكروارگانيسمها در 

ساعت  10از آن، سرعت هيدروليز آنزيمي ديازينون به كمتر
كه حاكي از افزايش تشكيل  ،)2-1جدول( است تقليل يافته

در سيستم هاي ميكروبي براي تجزيه زيستي  (OPH) آنزيم
تحقيقاتي كه توسط  در. باشد تركيبات آفت كش مي

Sethunathan, N. and Pathak, M., D. 1971  و با استفاده
ازتكنيك غني سازي محيط كشت انجام شده، سرعت 

 6هيدروليزآنزيمي مولكول ديازينون بعد ازانتقال پنجم به 
نتايج گرفته شده  با همسو.)35( ساعت كاهش يافته است

مطالعات برروي  دراين تحقيق، .Pseudomonas spسويه از 
 ,.Agrobacterium spسويه هاي ديگري همچون

Arthrobacter sp.  وFlavobacterium sp. از انجام شده كه  نيز
 ديازينون بعنوان منبع تامين كننده كربن براي تامين فعاليت

 ).15،29( اند نمودهاستفاده  هاي حياتي خود

ازآنجايي كه آنزيم استخراج شده ازنوع آنزيمهاي درون 
 استفاده از :طي مراحل چهارگانه ذيل شامل لذا ،سلولي بود
سولفات  رسوب دهي با،  X-100 تريتون ،سونيكاتور
-DEAE ستون كروماتوگرافي تعويض يوني  آمونيوم و

Sepharose جداسازي عصاره آنزيمي از توده سلولي و 
 U/mg44/16فعاليت ويژه آنزيم به  خليص آن انجام وت

نشان  را OPHفعاليت آنزيم  برابري در 57رسيد، كه افزايش
ي نيز ديگر دراين راستا مطالعات. )4- 1جدول( داده است

برروي تخليص آنزيم  1965درسال .Kearney, P. Cتوسط 
 سويه باكتريايي شده از هيدروليزكننده فنيل كارباماتها جدا

Pseudomonas sp. و Mulbery, W. W. and Karns, J. S. در 
 جدا برروي تخليص آنزيم پاراتيون هيدرولاز 1989سال

 .Flavobacterium sp)سه سويه باكتريايي گرم منفي شده از

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

P. برروي تخليص آنزيم  1989و همكارانش در سال
 Pseudomonasشده از سويه باكتريايي  ي استراز جدافسفوتر

diminuta استفاده ازتكنيكهاي ژل فيلتراسيون و  با

منجر به انجام شده، كه  كروماتوگرافي تعويض يوني
  . )12،23،28(گرديده است افزايش فعاليت ويژه آنزيم

تعيين وزن  بمنظورارزيابي خلوص آنزيم ودر اين تحقيق، 
 همراه با SDS-PAGEش الكتروفورزرو از ،مولكولي آن

 با OPHماركر پروتئيني استفاده شده كه تك باند آنزيمي
 ه استمشخص گرديد KD40 وزن مولكولي حدود

 آنزيم نتايج گرفته شده از اين نتايج مشابه با. )3-1شكل(
OPH سويه باكتريايي  شده از جداPseudomonas diminuta ،

 مكارانش در سالو ه .Dumas, D. P توسطزارش شده گ
  .)12( باشدمي 1989

براي  OPHاين تحقيق همچنين خواص كينتيكي آنزيم در
 تاثير تعيين شرايط بهينه ماكزيمم فعاليت آنزيم مطالعه و

pHغلظت سوبسترا برروي فعاليت آنزيم بررسي ، دما و 
 دماي و 5/8 برابر pHدرآنزيم، ماكزيمم فعاليت كه  گرديده

C ͦ 37 10- 1و  9-1نمودار هاي( است هشد شان دادهن( .
بر فعاليت كاتاليزوري آنزيم، برروي  pHدرواقع اثر

گروههاي يونيزه شونده درجايگاه فعال آنزيم بوده كه 
 .بازي آمينو اسيدها قراردارند هاي اسيدي و برروي واحد

 pHزيرا شته، دا كمترين فعاليت را 6 از پايين تر pHآنزيم در
احتمالا خروج  يا ن آنزيم واسيدي باعث دناتوره شد

لذا فعاليت كاتاليزوري آنزيم مختل  ،آن شده كوآنزيم از
 فعاليت آنزيم تاثيرگذار بر نيز دما تغيير). 32( دگردمي

بموجب آن افزايش تعداد  افزايش دما و با ابتدا است، در
مولكولهاي داراي انرژي لازم براي غلبه برانرژي فعال 

اين حالت  در. مي كند ش پيداسازي، سرعت واكنش افزاي
انرژي،  سد انرژي كينتيكي آنزيم با غلبه بر ،انتقالي

كه حافظ  هيدروفوبيك را پيوندهاي ضعيف هيدروژني و
سوم آنزيم هستند، شكسته باعث افزايش  دوم و ساختار

دناتوراسيون آنزيم  اين دما اگر در .سرعت واكنش مي گردد
اختار جايگاه فعال آنزيم س در به تغيير منجر اتفاق بيفتد،

دست مي  همراه با آن فعاليت كاتاليتيكي آنزيم از شده و
يك دماي  در را بنابراين آنزيمها ماكزيمم فعاليت خود .رود
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همچنين بين فعاليت آنزيم و ). 6(بهينه نشان مي دهند 
يك منحني هيپربوليك مشاهده  M05/0 غلظت سوبسترا تا

مهم براي  يك فاكتور راغلظت سوبست .)11-1نمودار( شد
غلظت پايين  بطوريكه در ،ارزيابي فعاليت آنزيم مي باشد

اين  در لذا و دارد وجود آنزيم بشكل آزاد بيشتر سوبسترا،
افزايش  غلظت سوبسترا حالت سرعت واكنش متناسب با

 به تشكيل بيشتر منجر افزايش غلظت سوبسترا. مي كند پيدا
تمامي آنزيم  نهايتا آنزيم گرديده و- كمپلكس سوبسترا

سرعت واكنش  آنزيم شده، لذا- تبديل به كمپلكس سوبسترا
 اگر اما .مي رسد ( Vmax) ميزان خود آنزيمي به حداكثر

فعاليت آنزيم  تغييري در و غلظت سوبسترا افزايش يابد
 مشاهده نشود، نشان دهنده اشباع شدن آنزيم از سوبسترا

ي سرعت واكنش آن تاثيري بررو افزايش بيشتر بوده و
اين حالت زماني بوقوع مي پيونددكه  .داشت نخواهد

 تمامي آنزيم آزاد غلظت سوبسترا باندازه كافي بالا بوده و
غلظت  تقريبا آنزيم درآمده و=بشكل كمپلكس سوبسترا

 غلظت آنزيم بالا و حال اگر .شده است صفر آنزيم آزاد
آنزيم غلظت آنزيم باشد، فعاليت  از غلظت سوبسترا كمتر

چون دراين حالت سوبسترا نمي  افزايش نخواهد يافت،
 ).32،40. (اشغال كند تمام جايگاههاي فعال آنزيم را تواند

  Co+2كه باكاتيون دوظرفيتي بويژه  نتايج نشان دادهمچنين 

 كاهش يافته است EDTA با فعاليت آنزيم افزايش، اما
ا شلاته كردن يونهاي ب EDTA  چون .)5-1جدول(

بنابراين . رفيتي باعث كاهش فعاليت آنزيم مي گردددوظ
انجام عمل  ضرورت وجود كاتيونهاي دوظرفيتي در

   ).42(آنزيم تاييد مي گردد  هيدروليز

آنزيم براي ديازينون  (Km)دراين تحقيق ثابت ميكائيليس 
كه  ،)12- 1نمودار( بدست آمده µM434 (0.434mM)برابر 

و همكارانش  Dumas نزديك به نتايج گزارش شده توسط
كه نتايج  همانطور. مي باشد (Km=0.45mM) 1989در سال

نشان داده است عليرغم اينكه ديازينون سوبستراي 
نسبت به ساير سوبستراهاي گزارش ( OPHاختصاصي آنزيم

 باشدنمي) 1989 و همكارانش در سال Dumasتوسط  شده

و ، اما حضورآن همچنان منجربه القاء فعاليت ميكر)12(
جهت سم زدايي خاكهاي   OPHارگانيسمها درتوليد آنزيم

ديازينون گرديده  معرض تركيبات ارگانوفسفره نظير در
بالا نشاندهنده آنستكه فعاليت سم  Kmمضافا اينكه  .است

همانند  بصورت تدريجي انجام گرفته و OPHزدايي آنزيم 
فعاليت آنزيمهاي ليپاز، عملكرد بهينه آن بطئي بوده و به 

تكنيك  استفاده از زمان احتياج داردكه البته دراين تحقيق با
محيط  آنزيمي ديازينون در غني سازي عامل هيدروليز

از  كشت، زمان هيدروليز با كاهش چشمگيري به كمتر
بعبارت ديگر بحث اپتيمم . ساعت تقليل يافته است10

فعاليت آنزيم و بهينه سازي شرايط، نقش مهمي دركارآيي 
علاوه براين، ازآنجائيكه اين . ين آنزيم بعهده داردعملكرد ا

 PTE آنزيم بعنوان آنزيم فسفوتري استراز
(Phosphotriesterase)  نيز معرفي شده، لذا علاوه برسم

كاهش آلودگيهاي ناشي از مصرف  حذف يا زدايي و
توانايي اختصاصي آن در  تركيبات ارگانوفسفره همراه با

هاي ارگانو فسفره،  ي استرتر آزادسازي فسفات سوم از
در  نقش موثري نيز) Biofertilizer(بعنوان كود زيستي 

نموده  بازيافت فسفات و نتيجتا حاصلخيزنمودن خاك، ايفا
  .است

  نتيجه گيري
توانايي ميكروارگانيسمهاي خاك شاليزارها دراستفاده 

) بعنوان آفت كش(تركيبات ارگانوفسفره نظير ديازينون از
  OPHبا القاء توليد آنزيم ،عاليتهاي حياتي خودبراي تامين ف

اين  طيف وسيعي از هيدروليزمنجر به  صورت مي گيردكه
. را حذف ياكاهش مي دهد سميت آنها گرديده و تركيبات

عملكرد فسفوتري استرازي خود مي با  آنزيم علاوه براين،
 كود بازيافت فسفات براي توليد در نقشي موثر تواند

دراين . ايفاء نمايد ،ظ حاصلخيزي خاكزيستي، جهت حف
 OPHتدريجي و موثر آنزيم  عملكرد نتايج حاصل از تحقيق

 نشان داد كه اين آنزيم و دما pH نظر شرايط بهينه از رد
زمينهاي  سم زدايي از درمناسبترين كاتاليست زيستي 
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تركيبات  كاهش حذف يا با( با كارآيي بالا كشاورزي
 البته اين نتايج با. مي باشد )نونارگانوفسفره نظير ديازي

 فعاليت محلول آنزيمي گرفته شده ازاستفاده از

 درصورتكه  ،بدست آمده OPH آنزيم مولدارگانيسم ميكرو
 خواهد استفاده از آنزيم خالص شده، به نتايج مطلوبتري نيز
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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 

 

  

  

  

 


