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چکیده
در پژوهش حاضر گونه هاى مختلف تولیدکننده آنزیم فسـفولیپاز، از پساب صنعت روغن جداسازى و در نهایت سـویه قارچى 
Tricoderma atroviride ZB-ZH 192 شناسایى و جهت ادامه بررسى ها انتخاب گردید. جهت افزایش میزان فعالیت آنزیم، سویه 

منتخب تحت جهش تصادفى توسط پرتودهى با اشعه گاما در دزهاى 200، 400، 600 و Gy 800 قرار گرفت. مقایسه میزان 
فعالیت آنزیم سویه جهش یافته با نوع وحشى نشان داد که دز Gy 400 اشعه گاما سبب ایجاد جهش پایدار همراه با افزایش میزان 
فعالیت فسفولیپاز و توده زیستى، به ترتیب از 1/96 به U/mL 3 و از g/L 8/13 به g/L 13/17 شده  است. به منظور غربالگرى 
و بررسى اثر فاکتورهاى مختلف بر میزان توده زیستى و فعالیت فسفولیپاز سویه جهش یافته منتخب، از طرح پلاکت-برمن با 
هفت متغیر دما، زمان، میزان فسفولیپید سویا به عنوان منبع کربنى، میزان پپتون به عنوان منبع نیتروژنى، نسبت مساوى از منو 
و دى پتاسیم هیدروژن فسفات به عنوان منبع فسفر، درصد تلقیح و سن تلقیح، در دو سطح، توسط نرم افزار JMP استفاده گردید. 
نتایج نشان داد که سطوح بالاى متغیرهاى زمان، دما و فسفولیپید سویا به عنوان منبع کربنى اثر معنى دارى بر میزان فعالیت 
آنزیمى داشتند، در حالى که متغیرهاى میزان پپتون به عنوان منبع نیتروژنى و زمان، بر تولید توده زیستى تأثیر معنى دار نشان 

دادند.
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1- مقدمه
فسفولیپازها، آنزیم هایى با فعالیت استرازى هستند و در همه 
نحوه  به  توجه  با  آنزیم ها  این  مى شوند.  یافت  زنده  موجودات 
مى دهند  قرار  تأثیر  تحت  که  پیوندى  نوع  و  جایگاه  عملکرد، 
نوع  به  توجه  با  مى شوند.  تقسیم بندى   Dو  C ،B ،A انواع  به 
فعالیت آنزیمى، فسفولیپازها به دو زیرگروه آسیل هیدرولازها 
شامل  فسفودى استرازها  و   B و   A2، A1 فسفولیپازهاى  شامل 
امکان  على رغم  مى گردند.  تقسـیم   D و   C فسفولیپازهاى 
مختلف  فسفولیپازهاى  فعالیـت  در  فراوان  تفـاوت هاى  وجود 
در ریزسازواره هاى متفاوت، دو فعالیت اصلى براى این آنزیم ها 
سلولى  خارج  ترشحى  فسفولیپازهاى  شده   است.  شناسایى 
و  سلولى  خارج  فسفولیپیدهاى  هیدرولیز  در  معمول،  به طور 
در نتیجه، تهیه منابع تغذیه اى کربن، نیتروژن و فسفات براى 
سلول دخالت دارند، در حالى که فسفولیپازهاى درون سلولى 
به طور معمول داراى فعالیت کاتالیتیکى اندکى بوده و در قیاس 
با فسفولیپازهاى ترشحى در حد بسیار پایین تولید مى گردند 
[1-3]. فسفولیپازهاى درون سلولى در کنترل اعمال متابولیکى 
سلول مؤثر بوده و نقش تنظیمى براى فعالیـت بیولوژیکى سلول 
و براى جلوگیـرى از سیتولیز خود سلول هاى  دارند  عـهده  بر 
تولیدکننده این آنزیم ها، فعالیت آن ها تحت کنترل چند جانبه 
واسطه هاى  از  تعدادى  تولید  نظر  از  آنزیم ها  این  دارد.  قرار 
و  اسید  لیزوفسفاتیدیک  گلیسریل،  آسیل  مانند  بیوشیمیایى 

اینوزیتول ترى-فسفات نیز مورد توجه هستند [4].
فسفولیپازها داراى کاربردهاى بالقوه اى در بخش هاى مختلف 
روغن ها،  صمـغ زدایى  مانند  صنایع غذایى  قبیل  از  صنعتى 
خصوصـیات  با  امولسیفایرهاى  تولید  و  صمغ ها  از  روغن زدایى 
ویژه، داروسازى و تولیـد واکسن ها، لوازم آرایشى، مواد  شیـمیایى 
روغنى و تولید شوینده ها مى باشند [5]. فسفولیپازهاى میکروبى، 
توسط بسیارى از باکترى ها، قارچ ها و مخمرها تولید مى شوند که 
باکترى ها نسبت به سایر ریزسازواره ها داراى قابلیت کم ترى جهت 
تولید آنزیم هاى خارج سلولى در شرایط آزمایشگاهى هستند و 
بیش تر قادرند این آنزیم ها را در شرایط محیطى طبیعى سنتز 
کنند. تولید این آنزیم ها بیش تر به صورت یک سازوکار دفاعى 
مى یابد  آن ها افزایش  میزان  یون کلسیم  در حضور  و  مى باشد 
تولیدکننده هاى  از  بسیارى  در  فسفولیپاز  تولید  میزان   .[6]

آن، توسط روش هاى مختلف بررسى شده است. محققان بیان 
کرده اند که با استفاده از دستکارى ژنتیکى [7] و ایجاد جهش 
داد. در یک  افزایش  را  فعالیت فسفولیپاز  میزان  مى توان   [8]
بررسى،  جهت تولید مقادیر بیشتر فسـفولیپاز 
نیتروزوگوانیدین متیل-   -N از  استفاده  با  جهـش  تحت   A1

تولیدکننده  ژن هاى  شناسایى    .[9] گرفت  قرار   (10  µg/ml)
شده  سبب  مخمر  در   A1 فسفولیپاز 
به منظور افزایش میزان تولید آنزیم، آن ها را به کپک هاى  تا 
آسپرژیلوس مانند  و  
منتقل نمایند [10]. ستاره دریایى یکى از منابع تولید فسفولیپاز 

A2  مى باشد که با انتقال ژن هاى تولیدکننده آن به 

توانسته اند علاوه بر افزایش میزان فعالیت آنزیم، مقاومت آن را 
نیز افزایش دهند تا پایدارى مناسبى در شرایط مختلف جهت 

استفاده داروسازى داشته باشد [11].
به ویژه  بیوتکنولوژى  در  اخیر روش هاى آمارى  در سال هاى 
در بهینه سازى شرایط رشد ریزسازواره ها و یا تولید محصولات 
خاص، مورد توجه قرار گرفته است. روش پلاکت-برمن روشى 
تعداد  که  مواردى  در  آمارى  این طراحى  است.  و سریع  قوى 
به  قادر  آزمایش،  تعداد  حداقل  با  دارد،  وجود  متغیر  فراوانى 
ارزیابى متغیرها و انتخاب مؤثرترین آن ها بر پاسخ مى باشد. با 
توجه به تعدد فاکتورها در آزمایش هاى بیوتکنولوژى، طراحى 
کارایى بسیارى داشته  مى تواند  اولیه  مراحل  پلاکت-برمن در 

باشد [12].  
اثر جهش توسط پرتوى گاما،  این پژوهش بررسى  از  هدف 
توده زیستى  میزان  و  فسفولیپاز  فعالیت  بر  مؤثر  فاکتورهاى 
به روش غربالگرى  سویه جداسازى شده 
از  بار  اولین  براى  این سویه  مى باشد.  با طراحى پلاکت-برمن 

پساب صنعت روغن جداسازى، شناسایى و ثبت گردید.
  

2- مواد و روش ها
2-1- مواد و محیط کشت

سایر  و  ایران)  (بهشهر،  بهپاك  شرکت  از  سویا  فسفولیپید 
مواد مورد استفاده در محیط هاى کشت با درجه خلوص بالا از 
شرکت سیگما تهـیه گردید. ترکیب محیط کشت جامد جهت 
4؛  فسـفولیپیدسویا،  از:  بود  عبارت   (g/L) اولیه  جداسـازى 
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1؛  دى پتاسیم هیدرات،  و  منو  1؛  نیترات پتاسیم،  10؛  پپتون، 
 pH .18 ،کلریدسدیم، 0/5؛ سولفات منیزیم هفت آبه، 0/5 و آگار
محیط کشت توسط هیدروکسیدسدیم بر روى عدد 7 تنظیم 
گردید [13]. محیط پیش کشت (g/L) شامل کلریدسدیم، 10؛ 
پپتون، 10؛ عصاره مخمر، 5؛ و محیط کشت تخمیر (g/L) شامل 
فسفولیپید سویا، 4؛ پپتون، 7/5؛ نشاسته، 10؛ عصاره گوشت، 

7/5؛ کلریدسدیم، 5؛ سولفات منیزیم هفت آبه، 1؛ بودند. 

2-2- جداسازى و شناسایى سویه
گروه  تولید  خط  مختلف  بخش هاى  از  پساب  نمونه هاى 
سـترون  ظروف  در  و  تهیه  ایران)  (تهران،  بهشـهر  صنعتى 
جمع آورى گردید. این نمونه ها پس از تهیه رقت هاى مختلف 
جهت  سویا  لستین  کربنى  منبع  با  جامد  کشت  محیط  در 
و   25 دماى  در  فسفولیپاز  آنزیم  تولیدکننده هاى  جداسازى 
جهت  یافته  رشد  کلنى هاى  جداسازى  گرفتند.  قرار   37  ˚C
رسیدن به کلنى تک با استفاده از کشت خطى در نمونه هاى 
صورت  قارچى  نمونه هاى  در  نقطه اى  کشت  و  باکتریایى 
گرفت. آزمون بررسى توانایى تولید آنزیم با استفاده از انتقال 
کلنى هاى تک به محیط کشت مایع با روش جیانگ و همکاران 
فسفولیپاز  تولید  توانایى  که  ریزسازواره هایى  شد.  انجام   [14]
محیط  در  اسپور  تولید  توانایى  بررسى  جهت  بودند،  دارا  را 
و  قارچى)  (نمونه هاى   25  ˚C دماى  در   PDA١ اسلنت  کشت 
C˚ 37 (نمونه هاى باکتریایى) قرار گرفتند [15]. جهت تکثیر 
شد.  استفاده   PDA محیط  از  سوش  مدت  کوتاه  نگه دارى  و 
اسلنت هاى تهیه شده در C˚4، تا زمان استفاده نگه دارى شدند. 
آلودگی هاي  و  سوش  فعالیت  کاهش  از  جلوگیري  به منظور 
احتمالی، هر ماه اسلنت هاي جدیدي از آن تهیه گردید. پس از 
تهیه اسپور بر روى اسلنت، اسپورها در آب مقطر  سترون حاوى 
0/1٪ توئین 80 (به منظور جداسازي بهتر اسپورها از یکدیگر و 
شمارش دقیق تر) معلق شده و با کمک لام هموسیتومتر غلظت 

اسپورها 106 اسپور در میلى لیتر تنظیم گردید.
روش  از  استفاده  با  موردنظر  جدایه  اولیه  شناسایى 
اسلایدکالچر صورت گرفت . جهت انجام آن ابتدا محیط کشت 
مربع  ابعاد یک سانتى متر  به  آگار  منعقد شده سابرودکستروز 
در شرایط کاملاً سترون، روى یک لام سترون که بر روى لوله 
1. Potato Dextrose Agar

'یو' شکل درون یک پلیت شیشه اى بزرگ به صورت افقى بود، 
قرار گرفت. سپس با استفاده از آنس سترون، کپک در 4 نقطه 
از محیط روى لام تلقیح شد. پس از قرار دادن لامل سترون بر 
به مدت   25 ˚C پلیت در دماى  تلقیح شده،  آگار  قطعه  روى 
خشک شدن  از  جلوگیرى  براى  گردید.  گرمخانه گذارى  روز   7
قطعات آگار در طول مدت گرمخانه گذارى نیز، 10 میلى لیتر آب 
مقطر سترون در داخل پلیت اضافه شد. برخى از ریسه ها بعد از 
رشـد از آگار خارج شده و به قسمت زیرین لامل مى چسبند، 
پس از  مى شوند.  دیده  میـکروسکپ  زیر  آسانى  به  به طورى که 
گرمخانه گذارى، لامل به همراه ریسه هاى چسبیده به آن روى 
قرار  بود  بلو  لاکتوفنل کاتن  معرف  که حاوى  دیگرى  تمیز  لام 
نورى میکروسکپ  زیر  شده  رنگ آمیزى  ریسه هاى  و  گرفت 
دیفرانسیلى1  تداخلى  کنتراست  با  ژاپن)   ،Olympus, B*51)
(DIC) مطالعه گردید [16]. به منظور شناسایى مولکولى جدایه 
 PDA بر روى محیط کشت ابتدا جدایه مورد نظر  تریکودرما، 
روزه قارچ، دو تا سه  از حاشیه پرگنه 5-4  کشت شد. سپس 
قرص آگار به محیط کشت مایع PDB 2 منتقل شد و به مدت 
گرفت.  قرار   150  rpm همزن  دور  با  روى شیکر  بر  روز   5-4
آبگیرى،  خلا  پمپ  از  استفاده  با  شده  تولید  میسلیومى  توده 
  DNA سپس  شد.  منتقل  سانتى گراد  درجه   -70 فریزر  به  و 
با استفاده از  به ترتیب  و کیفیت و کمیت آن  استخراج گردید 
ژل آگارز و اسپکتروفتومتر ارزیابى و در نهایت غلظت DNA به 
 5.8S ،ITS1 مقدار 50 نانوگرم در میکرولیتر تنظیم شد. ناحیه
به کمک  و   ITS4 و   ITS1 آغازگرهاى  از  استفاده  با    ITS2 و 
واکنش زنجیره اى پلیمراز (PCR) تکثیر و پس از تایید تکثیر 
اختصاصى انجام شده بر روى ژل آگارز، محصول PCR تعیین 

توالى گردید [17].

2-3- پرتودهى با اشعه گاما، بررسى میزان زنده مانى و 
جهش یافته مطلوب 

با  جداسازى شده  سویه  اسپور  سوسپانسیون  از  میلى لیتر   5
تحت  جداگانه  به طور  سویه  از  میلى لیتر،  در  اسپور  غلظت106 
 4/52  Gy/s سرعت  با   60 کبالت  گاماى  اشعه  با  پرتودهى 
 ،400  ،200 دزهاى  در  کانادا)   ،Nordion ،GC-220 (گاماسل 
1. Differential Interference Contrast
2. Potato Dextrose Broth
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600 و 800 گرى قرار گرفت. از هر کدام از سوسپانسیون هاى 
 10-4 و   10-3  ،10-2  ،10-1 رقت هاى  شده،  پرتودهى  اسپورى 
میله  توسط  هر رقت،  از  میکرولیتر   200 گردید. سپس  تهیه 
 PDA سترون  کشت  محیط  حاوى  پلیت  سطح  بر  شکل   L

پس  گردید.  گرمخانه گذارى   25  ˚C دماى  در  و  پخش  کاملاً 
از 48 ساعت بررسى میزان زنده مانى کلنى ها به روش شمارش 
پلیت انجام شد [18]. کلنى هاى خالص تولید شده توسط آنس 
سترون به مرکز پلیتى حاوى محیط کشت جامدى که جهت 
ساعت،   24 هر  شدند.  منتقل  شد،  استفاده  اولیه  جداسازى 
کلنى هاى رشد یافته از نظر خصوصـیات ظاهرى و اندازه قطر 
کلنى با هم مقایسه مى شدند. جهش یافته هاى برتر، از جهت 
و  منتقل  مایع  کشت  محیط  به  آنزیم،  تولید  توانایى  بررسى 
میزان تولید آنزیم آن ها نیز بررسى گردید (میزان تلقیح 4% و 
سرعت همزدن rpm 150). به منظور بررسى و تأیید پایدارى 
اثر جهش، میزان تولید فسفولیپاز در پنج نسل متوالى از سویه 
جهش یافته مطلوب نیز بررسى گردید. سپس اسپور کلنى هاى 
با گلیسرول سترون (%30)  موردنظر تولید و تا زمان استفاده 
20- درجه سانتى گراد نگه دارى  دماى  فریزر در  ترکیب و در 
شدند. هم چنین میزان تولید آنزیم و توده زیستى سویه وحشى 
و جهش یافته مطلوب، به منظور بررسى اثر پرتودهى با گاما نیز 

در طى 8 روز با یکدیگر مقایسه گردید [19-20].

2-4- تعیین فعالیت آنزیمى
جهت تعیین فعالیت آنزیمى، ابتدا میسیلیوم از محیط کشت 
با کاغذ صافى و سپس سانتریفوژ (Sigma 3-30ks, USA) با 
حذف   4˚C دماى  در  دقیقه   10 مدت  به   10000  g سرعت 
بر  رویى  محلول  از  فسفولیپاز  فعالیت  میزان  تعیین  گردید. 
اساس روش جیانگ و همکاران انجام شد [21]. یک واحد آنزیم 
فسفولیپاز، مقدارى از آنزیم است که قادر است یک میکرومول 
در  و  (دقیقه)  زمان  واحد  در  را  تیتراسیون  قابل  چرب  اسید 
شرایط آزمایش، آزاد کند. جهت تهیه سوسپانسیون سوبسترا 
محلول 25% فسفولیپید سویا و 4% پلى ونیـل الکـل به نسبت 
 5 سوسـپانسیون،  محلول  از  میـلى لیتر   4 شـد.  ترکیب   4:1
و   (0/01  M ،pH  5/0) سیتریک اسـید  بافر  از  میلـى لیتر 
در  دقیقه   10 مدت  به  آنزیمى  خام  عصاره   از  میلى لیتر  یک 

واکنش  این  گرفت.  قرار  شیکردار  گرمخانه   در   37  ˚C دماى 
تیتراسیون  یافت.  خاتمه   %95 الکل  میلى لیتر   15 افزودن  با 
 0/05 M اسیدهاى چرب آزاد شده توسط هیدروکسید سدیم
دادن  قرار  با  نیز  شاهد  نمونه  کردن  غیرفعال  گرفت.  صورت 
آن در دماى C˚ 95 به مدت 10 دقیقه صورت گرفت. تمامى 

آزمایش ها در سه تکرار جهت محاسبه میانگین انجام شد. 

2-5- تعیین میزان توده زیستى
کشت  محیط  کردن  فیلتر  توسط  توده زیستى  خشک  وزن 
نمونه، روى کاغذ صافى واتمن 42 و شستشوى مواد روى قیف 
با آب مقطر تا خروج آب شفاف از قیف تعیین شد. توده  سلولى 
جدا شده تا رسیدن به وزن ثابت، در آون با دماى C˚60 خشک 

گردید [22].

2-6- بررسى عوامل مؤثر بر تولید فسفولیپاز
بر تولید فسفولیپاز، 12 آزمایش  جهت بررسى عوامل مؤثر 
از هفت فاکتور مؤثر در دو سطح با روش پلاکت-برمن توسط

نرم افزارJMP 7.0 (SAS Institute Inc., 2007)  طراحى گردید. 
دما (20 و C˚ 30)، زمان (3 و 7 روز)، درصد تلقیح (2 و 6 %)، 
سن تلقیح (9 و 15 ساعت)، میزان فسفولیپید سویا به عنوان 
 (5 g/L10 و) میزان منبع نیتروژنى ،(2 g/L 10 و) منبع کربنى
و میزان منبع فسفر، نسبت مساوى از منو و دى پتاسیم هیدروژن 
فسفات، (1 و g/L 0) فاکتورهاى مورد بررسى در این پژوهش 

بودند. همه آزمایش ها در 3 تکرار انجام گرفت [23]. 

3- نتایج و بحث
3-1- جداسازى و شناسایى سویه  تولیدکننده فسفولیپاز

پس از شناسایى اولیه نمونه هاى قارچى و باکتریایى، مشخص 
گردید نمونه هاى قارچى جداسازى شده داراى رشد و تولید آنزیم 
اسپورزایى  قابلیت  با  قارچى  نمونه هاى  بنابراین  بودند.  بهترى 
جهت ادامه پژوهش مورد استفاده قرار گرفتند. نمونه هاى قارچى 
بر روى محیط کشت جداسازى (بخش 2-1) کشت داده شدند و 
خصوصیات ظاهرى آن ها مانند سرعت رشد، قطر کلنى و توانایى 
تولید هاله با یکدیگر مقایسه گردید. همان طور که در شکل 1 نشان 
داده شده است، هر چهار نمونه داراى رشد و قطر کلنى مناسبى 
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بودند اما نمونه (ب) نسبت به سایر نمونه ها داراى توانایى تولید 
هاله بیش ترى مى باشد. هم چنین در محیط کشت مایع نیز این 
نمونه نسبت به سایر نمونه هاى جداسازى شده، میزان فسفولیپاز 
ادامه پژوهش  بنابراین نمونه (ب) جهت  بیش ترى تولید کرد. 
با  در شکل (ب)، که  انتخاب گردید. هاله سفید رنگ موجود 
فلش مشخص شده است، مربوط به توانایى گونه جداسازى شده 
درتولید آنزیم فسفولیپاز جهت استفاده از لستین سویا به عنوان 
منبع کربنى محیط کشت مى باشد. در واقع با شکستن مولکول 
فسفولیپید و آزادسازى اسیدچرب و تغییر pH محیط از خنثى 
است  مشاهده  قابل  محیط  در  سفیدرنگ  هاله  اسیدى،  به 

.[24]
شناسایى اولیه با روش اسلاید کالچر، مشاهده میکروسکپى 
(شکل2) و تطابق با اطلس هاى میکروبیولوژى [25] نشان داد، 
مى باشد. سپس توالى  سویه جدا شده متعلق به گونه
به دست آمده از استخراج DNA در پایگاه داده هاى NCBI و 
پایگاه اختصاصى TrichOKEY بلاست و با توالى هاى موجود 
 ،ITS1 مقایسه شد. بر اساس نتایج به دست آمده از توالى ناحیه
جداسازى شده از پساب صنعت  5.8S و ITS2، جدایه 

 روغن نباتى مربوط به گونه Trichoderma atroviride مى باشد 
و با عنوان Trichoderma atroviride ZB-ZH 192  در پایگاه 

NCBI با شماره KP233811 ثبت گردید.

تولید  و  زنده مانى  بر  پرتودهى  اثر  بررسى   -2-3
Trichoderma atroviride ZB-ZH 192 فسفولیپاز توسط

یونیزه  و  برانگیخته  مولکول هاى  تولید  سبب  گاما  اشعه 
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درون سلولى  ترکیبات  و   DNA به  آسیب  باعث  که  مى گردد 
سلول ها،  مانند  زیستى،  سامانه هاى  که  آن جایى  از  مى گردد. 
آب  از  یونیزه حاصل  ترکیبات  آب تشکیل شده اند،  از  بیش تر 
به آن ها وارد مى سازند. در حقیقت اشعه  بیش ترین آسیب را 
گاما سبب شکستگى هاى کرانه اى در ساختار DNA مى گردد 
اشعه  این  کشندگى  و  جهش زایى  آثار  مسئول  امر  این  که 
در  گاما  پرتو  که  است  داده  نشان  بررسى ها   .[26] مى باشد 
ریزسازواره ها   DNA ساختار  روى  بر  مى تواند  مختلف  دزهاى 
تغییراتى قابل اصلاح ایجاد نماید. به دلیل تولید و تکثیر مداوم 
DNA و رونویسى از آن، این تغییرات مى توانند به صورت کلى 

یا جزیى اعمال شوند و در بخش هاى مختلف رشد، به ویژه فاز 
لگاریتمى، ثأثیر داشته  باشند و در واقع منجر به ایجاد جهشى 
تغییرات  این  جزیى  یا  کلى  اعمال  گردند.  سلول  در  تصادفى 
ایجاد شده، یا همان جهش تصادفى، یکى از عوامل اصلى تغییر 
برخى خصوصیات، تولید صفتى جدید و حذف برخى دیگر از 

خصوصیات در ریزسازواره ها مى باشد [27].
در  گاما  اشعه  تابش  از  منتخب پس  زنده مانى سویه  میزان 
است،  مشخص  که  همان طور  شده است.  داده  نشان   3 شکل 
به %20/4  ریزسـازواره ها  Gy 200 سبب کاهش  تابش  مقدار 
مقدار اولیـه شده  است. با افزایـش مقدار تابش اشعه، کاهـش 
به  تقریباً   800  Gy در  و  یافت  افزایش  نیز  زنده مانى  درصد 
صفر رسید. پس از اعمال تابش و بررسى زنده مانى، 40 کلنى 
با دزهاى مختلف اشعه گاما جداسازى و  از پرتودهى  مختلف 
اندازه  مقایسه  و  غربالگرى  جهت  کلنى ها  این  شدند.  خالص 
سویا  فسفولیپید  کربنى  منبع  حاوى  کشت  محیط  در  کلنى 

شکل (1) مقایسه میزان هاله تولیدى توسط ریزسازواره هاى تولیدکننده فسفولیپاز جداسازى شده از پساب صنعت روغن، نمونه هاى الف تا د

(ب)(الف)

(د)(ج)
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قرار گرفتند. نمونه هایى که قادر به رشد بیش تر و تولید هاله 
بودند، جهت بررسى میزان تولید آنزیم در محیط کشت مایع 
قرار گرفتند و در نهایت، یک کلنى جهش یافته به عنوان سویه 
جهش یافته انتخاب گردید که در Gy 400 اشعه گاما پرتودهى 
شده بود. جهت بررسى پایدارى، اثر جهش میزان تولید آنزیم 
شد.  اندازه گیرى  جهش یافته  سویه  این  از  متوالى  نسل   5 در 
آنزیم  تولید  میزان  متوالى  نسل  پنج  هر  در  داد  نشان  نتایج 
سویه  در  جهش  تثبیت  بیان گر  که  ماند   (3/7  U/ml) ثابت 
بررسى  جهت  بود.   T. atroviride ZB-ZH 192 جهش یافته 
 ،400  Gy در  منتخب  یافته  جهش  و  طبیعى  سویه  بیش تر 
لحاظ خصوصیات ظاهرى، توانایى تولید هاله، میزان فعـالیت 
آنزیمى و توده زیستى نیز با یکدیگر مقایسه شدند. قـطر هاله 
تولیدى نمونه جهـش یافته در Gy 400 نسبت به سویه طبیعى 
به طور قابل توجهى بیش تر بود (شکل 4). مرادى و همکاران 
نیز با استفاده از پرتودهى با اشعه گاما و القاى موتاسیون پایدار، 
قابلیت  معنى دار  افزایش  سبب  گونه   در 
کنترل بیولوژیکى آن از طریق افزایش میزان تولید آنزیم هاى 
فعالیت  میزان  بررسى  نتایج   .[28] شدند  آن  هیدرولازکننده 
نمونه  در  آن  میزان  که  داد  نشان  روز  در طى هشت  آنزیمى 
جهش یافته نسبت به نمونه طبیعى بیش تر است. همان طور که 

فسـفولیپاز  فعالیت  میزان  مى گردد  مشاهده  5-الف  شکل  در 
به  نسبت   (400  Gy) گاما  اشعه  با  شده  پرتودهى  نمونه  در 
بیش ترین  است.  بیش تر  روز  هشت  طى  در  طبیعى  سویه 
که  بود   1/96  U/ml نمونه طبیعى  در  آنزیمى  فعالیت  میزان 
در نمونه  آن  تولید گردید، در حالى که حداکثر  در روز ششم 
جهش یافته  U/ml 3/71 بود که در روز هفتم مشاهده گردید. 
پرتودهى  اثر  درباره  را  مشابهى  نتایج  نیز  همکاران  و  زکى پور 
به   Penicillium sp. EZ-ZH190 سویه  بر  گاما  اشعه  توسط 
اعلام  آن ها  کردند.  بیان  تانناز  فعالیت  میزان  افزایش  منظور 
کردند با افزایش میزان تابش اشعه گاما، در بازه تابش 200 تا 
Gy 800، میـزان زنده مانى به طور قابل توجهى کاهش مى یابد. 

Gy 600 منجر  تابش  با مقدار  نیز، پرتودهى  این پژوهش  در 
گونه  از  بیش تر  تانناز  تولید  میزان  با  جهش یافته اى  تولید  به 

طبیعى Penicillium sp. EZ-ZH190 گردید [29]. 
توجه  قابل  افزایش  بیان گر  نیز  توده زیستى  میزان  بررسى   
به طورى که  بود  نمونه طبیعى  به  نسبت  پرتودهى شده  نمونه 
در   8/13 g/L در سویه طبیعى  توده زیستى  میزان  بیش ترین 
هفتم  روزهاى  در  آن  میزان  سپس  گردید.  تعیین  ششم  روز 
پرتودهى شده  سویه  در  5-ب).  (شکل  یافت  کاهش  هشتم  و 
 افزایش میزان توده زیستى تا روز هفتم 

Trichoderma atroviride ZB-ZH 192 شکل (2) شکل اسپورها و کندیفورهاى سویه

Trichoderma atroviride ZB-ZH 192 شکل (3) تأثیر تابش هاى مختلف اشعه گاما بر میزان زنده مانى اسپورهاى حاصل از
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پس  و  اندازه گیرى شد   13/17  g/L آن  مقدار  و  داشت  ادامه 
زیستى  توده  میزان  کاهش  کرد.  دنبال  را  ثابتى  روند  آن  از 
و  ریزسازواره ها  تعداد  افزایش  چون  عواملى  به  مى توان  را 
و  محیط کشت  در  موجود  موادمغذى  کاهش  آن،  دنبال  به 
(الف   6 شکل   در  که  همان طور  دانست[30].  اتولیزى  پدیده 
جهش یافته و  طبیعى  سویه  در  مى شود  مشـاهده  ب)  و 
منتخب T. atroviride ZB-ZH 192 هم زمان با افزایـش میزان 
تـوده زیستى میزان فعالیت فسفولیپاز نیز افزایش مى یابد و با 
فعالیت  میزان  آن  کاهش  یا  و  توده زیستى  میزان  شدن  ثابت 
منفى  شیب  داراى  نمودار  و  مى یا بد  کاهش  نیز  فسفولیپاز 
فسفولیپاز  تولید  که  گرفت  نتیجه  مى توان  بنابراین  مى گردد. 
در هر دو سویه طبیعى و جهش یافته، در فاز لگاریتمى صورت 
مشاهدات  این  مى باشد.  رشد  به  وابسته  این آنزیم  مى گیرد و 
برون  فسفولیپاز  آنزیم  اینکه  بر  مبنى  محققان  سایر  نتایج  با 
تغذیه اى  منابع  تأمین  جهت  و  است  رشد  به  وابسته  سلولى 
ریزسازواره ها مورد استفاده قرار مى گیرد همسو مى باشد [1-4].
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3-3- غربالگرى فاکتورهاى مؤثر بر تولید فسفولیپاز و 
رشد توده زیستى

غربالگرى فاکتورهاى مؤثر بر فعالیت فسفولیپاز و رشد توده 
زیستى سویه جهش یافته T. atroviride ZB-ZH 192 با استفاده 
از نرم افزار JMP7  و روش پلاکت-برمن با 7 متغیر منبع کربن، 
منبع نیتروژن، منبع فسفر ، درصد تلقیح، سن تلقیح، دما و زمان 
گرمخانه گذارى انجام شد [23]. براى درجه آزادى معادل 6 و 
(جدول  است   2/447 معادل  جدول،   t-Value مقدار   α=0/05
و  t-Value  (>2/447) براساس  داد  نشان  نتایج  بنابراین   .(1
فسفولیپید  میزان  و  زمان  دما،  متغیر  سه   ،p-Value(<0/05)
 (p<0/05) %95 سویا به عنـوان منبـع کربنى با احتـمال بیش از
سویه  توسـط  فـسفولیپاز  تولید  میـزان  بر  معنى دار  اثر  داراى 
اثر  اما  بودند،   T. atroviride ZB-ZH 192 برتر  جهـش یافـته 
غربالگرى   .(2 (جدول  نبودند  معنى دار  فاکتورها  این  متقابل 
فاکتورهاى مؤثر بر رشد توده زیستى نیز بیان گر معنى دار بودن 
با  نیتروژنى  منبع  عنوان  به  پپتون  میزان  و  زمان  متغیرهاى 

شکل (4) مقایسه شکل ظاهرى و قطر هاله تولیدى سویه Trichoderma atroviride ZB-ZH 192  (الف) طبیعى، (ب) جهش یافته برتر با تابش Gy 400 پرتو گاما 

(الف)                                                                            (ب)      
 T. atroviride ZB-ZH 192 شکل (5) بررسى الف: میزان توده زیستى ب: میزان فعالیت آنزیم فسفولیپاز، از ابتدا تا روز هشتم در سویه

(150 rpm 25 و دورهمزن ˚Cدر دماى () 400 Gy  و سویه جهش یافته برتر با پرتو گاما با تابش () سویه طبیعى) 
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جدول (1)  اثر فاکتورهاى مختلف بر میزان فعالیت فسفولیپاز و توده زیستى سویه جهش یافته برتر T. atroviride ZB-ZH 192 با روش پلاکت-برمن
Biomass (g/L)PL (U/ml)Tim. (Day)Temp. (ºC)Seed A. (٪)Seed S. (٪)P(g/L)N(g/L) C (g/L)

11/643/021-11-1-11-11
12/343/7511-11-1-112
11/143/3211-1-1-1-1-13
10/153/28-1111-11-14
11/363/371-1-1-11115
7/682/63-1-11-1-1-116
8/813/23-111-11-117
10/523/021-1111-1-18
7/712/50-1-1-111-1-19
10/212/90-1-1-11-11110
13/862/92111111111
9/063/08-11-1-111-112

 :.PL .Tim.: زمان؛  و  .Temp.: دما؛  تلقیح؛  Seed A.: سن  تلقیح؛  Seed S.: درصد  P: منو و دى پتاسیم هیدروژن فسفات؛  N: پپتون؛  (C: فسفولیپد سویا؛ 
فسفولیپاز تولیدشده؛ Biomass: توده زیستى تولیدشده)

جدول (2) نتایج آمارى میزان تأثیرگذارى فاکتورهاى مختلف بر فعالیت فسفولیپاز جهش یافته برتر T. atroviride ZB-ZH 192 با روش پلاکت-برمن

p-valuet-valueEffectFactors

0/0024*6/19*0/278Temp.

0/0042*5/52*0/248Tim.

0/0208*3/30*0/148C

0/09961/700/076N

0/09961/700/076Seed S.

0/9736-0/04-0/001Seed A.

0/97360/040/001P

0/2661-1/04-0/046Temp*Time

0/87080/190/008Temp*C

0/48460/670/030Tim*C

0/92260/110/005Temp*N

t-value جدول براى درجه آزادى 6 و α=0/05 برابر است با 2/447

(C: فسفولیپد سویا؛ N: پپتون؛ P: منو و دى پتاسیم هیدروژن فسفات؛ Seed S.: درصد تلقیح؛ Seed A.: سن تلقیح؛ Temp.: دما؛ و Tim.: زمان)
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در  دما  عامل  اگرچه  بود.    (p<0/05)  %95 از  بیش  احتمال 
تولید  میزان  بر  آن  تأثیر  اما  نگردید،  گزارش  معنى دار  این جا 
فعالیت  همانند  نیز  این جا  در  بود.  مشاهده  قابل  توده زیستى 
آنزیمى، اثر متقابل فاکتورها معنى دار گزارش نشدند (جدول 3).

4- نتیجه گیرى
سویه مى دهد  نشان  بررسى  این  از  حاصل  نتایج 
T. atroviride ZB-ZH 192  که در این پژوهش براى اولین بار 

مى تواند  و شناسایى گردید،  روغن جداسازى  از پساب صنعت 
سویه مناسبى جهت تولید فسفولیپاز محسوب گردد. هم چنین 
مشخص گردید پرتودهى با اشعه گاما (Gy 400) قادر به ایجاد 
فسفولیپاز  بیش تر  فعالیت  افزایش  راستاى  در  پایدار  جهشى  
توسط این ریزسازواره است. در این بررسى از طـراحى پلاکت-
فسفولیپاز  فعالیت  بر  مؤثر  فاکتورهاى  غربالگـرى  برمن جهت 
  T. atroviride ZB-ZH 192 جهش یافته  سویه  توده زیستى  و 
استفاده گردید. نتایج نشان داد دما، میزان فسفولیپید سویا به 
فعالیت میزان  بر  توجهى  قابل  اثر  زمان  و  منبع کربنى  عنوان 

فسفولیپاز و میزان پپتون به عنوان منبع نیتروژنى و زمان داراى 
اثر معنى دار بر تولید توده زیستى بودند. 

5-تشکر و قدردانى
قدردانى  این مقاله مراتب تشکر و  نویسندگان  بدین وسیله 
خود را از دانشگاه تربیت مدرس جهت تأمین هزینه هاى مالى 

این  پژوهش اعلام مى دارند.

جدول (3) نتایج آمارى میزان تأثیرگذارى فاکتورهاى مختلف بر  توده زیستى جهش یافته برتر T. atroviride ZB-ZH 192  با روش پلاکت- برمن

p-valuet-valueEffectFactors

0/0033*6/22*1/437Tim.

0/0287*2/92*0/674N

0/05402/250/520Temp.

0/09081/830/424Seed S.

0/15411/460/337C

0/5627-0/67-0/154P

0/79210/310/071Seed A.

0/85050/210/050Tim*N

0/78440/320/074Tim.*Temp.

0/4315-0/75-0/173N*Temp.

0/85980/200/046Time*Seed S.

t-value جدول براى درجه آزادى 6 و α=0/05 برابر است با 2/447

(C: فسفولیپد سویا؛ N: پپتون؛ P: منو و دى پتاسیم هیدروژن فسفات؛ Seed S.: درصد تلقیح؛ Seed A.: سن تلقیح؛ Temp.: دما؛ و Tim.: زمان)
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