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چكيده
دو قارچ مولد پوسيدگى سفيد به نام هاى Trametes hirsuta وTrametes gibbosa براى قدرت رنگ برى دو رنگ 
و (Congo Red و (Congo Red و Orange G) انتخاب شدند.آزمايش ها دريك دوره 15 روزه با غلظت هاى مختلف رنگ (50،25،15  آزويى
و 75 ميلى گرم برليتر) آماده شده در محيط كشت آبى عصاره مالت انجام و براى تعيين درصد رنگ برى، هر 72 ساعت 
نمونه ها روى طول موج ماكزيمم به دست آمده توسط دستگاه اسپكتروفتومترى، جذب گرفته شدند. نتايج به دست آمده 
نشان داد كه هر دو قارچ توانايى تجزيه هردو رنگ آزويى را در زمان هاى متفاوتى بعد از تلقيح را داشته، اما بهترين نتايج 
(97/8٪) در غلظت 75 ميلى گرم بر ليتر،11روز بعد  Orange G (97/7٪) در غلظت 50 ميلى گرم بر ليترو Congo Red روىCongo Red روىCongo Red

Congo Red رنگ برى خوبى روى Trametes hirsuta به دست آمد. همين طور Trametes gibbosa از تلقيح توسط
(94/8٪) در غلظت 50 ميلى گرم بر ليتر نشان داد.  Orange G (94/6٪) در غلظت 75 ميلى گرم بر ليتر و

.Orange G, Congo Red, Trametes gibbosa, Trametes hirsute, قارچ مولد پوسيدگى سفيد كليد واژه:

مقدمه
رنگ ها  از ٪50  بيش  نساجى،  كارخانجات صنايع  در 
بعد از فرايند رنگ كردن، به هدر رفته وبه مقدار زيادى 
به فاضلاب ها ريخته مى شوند(10، 2). امروزه برآورد شده 
كه سالانه حدود 700 هزار تن رنگ يا حداقل 10 درصد 
وارد  كارخانجات  در  نساجي  رنگ هاي  توليدات  از كل 
آب هاى آزاد مي شوند كه بسياري از بررسى ها نشان مي 
دهد اين رنگ ها سمي و سرطاني بوده و اگراين رنگدانه ها 
با داروهاي خاصي مثل آسپرين در داخل بدن  در تماس 
يا  و  آلرژيك  واكنش هاي  توانند  مي  گيرند  قرار  آدمي 
رنگ ها   .(3  ،7) نمايند  تشديد  حساس  افراد  در  را  آسم 

طوري طراحي مي شوند كه نسبت به نور، آب و اكسيد 
در  و  نبوده  راحتي  كار  آن ها  تجزيه  پس  مقاومند  شدن 
 (7) انباشته  راديكالى  و  تركيبات مخرب  عنوان  به  محيط 
و به آساني نمي توان با روش هاي تصفيه رايج آب آن را 
از بين برد (8، 4). صنايع رنگ نساجى تحت فشارى روز 
افزون از جانب سازمان هاى مرتبط با محيط زيست بوده تا 
با فن آورى هاى جديد  را  فعلى  فن آورى هاى كاربردى 
و دوست محيطى تعويض نمايند. در اين رابطه روش هاى 
بيولوژيكى توجه بيشترى را به خود جلب نموده زيرا آن ها 
را به عنوان روش هاى پايدار و دوست محيطى به حساب 
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شده  انجام  آزمايش هاى  روزافزون  گسترش  مى آورند. 
به خصوص  قارچ،  از طريق  مواد رنگى  برى  روى رنگ 
قارچ هاى پوساننده سفيد مويد اين امر مى باشد (1). يكي از 
مهم ترين كاربردهاى قارچ هاى پوساننده چوب در تصفيه 
فاضلاب و آلودگي ها مى باشد. به دليل غير اختصاصي بودن 
تجزيه  بر  قارچ ها، علاوه  اين  در  تجزيه كننده  آنزيم هاي 
ليگنين،  سايرتركيبات كه داراي حلقه آروماتيك اند(14).

براى تجزيه تركيبات راديكالى  قارچ هاى پوساننده سفيد 
شبيه زنوبيوتيك ها، ليگنين و رنگ ها به وسيله آنزيم هاى 
ليگنوليتيك خارج سلولى شان مناسب هستند. اين سيستم 
آنزيمى خارج سلولى غيراختصاصى شامل عمدتا ليگنين 
پراكسيداز(Lip)،  منگنز پراكسيداز(Mnp) و لاكاز است 
كه مى توانند به تنوعى از ساختارهاى آروماتيك پيچيده از 
جمله مواد رنگى حمله كنند. برخى از قارچ هاى پوساننده 
توليد مى كنند در صورتى كه  را  نوع آنزيم ها  سفيد همه 
تعدادى ديگر يك يا دونوع آنزيم را توليد مى نمايند (12، 
11، 1).رنگ هاى آزويى، بزرگ ترين گروه از رنگ هاى 
تنوع  با  نساجى  و  غذايى  در صنايع  استفاده  مورد  سنتزى 
وسيع در رنگ و ساختار اند. اين رنگ ها به وسيله حضور 
يك يا تعداد بيشترى پيوند آزويى (-N=N-) در ارتباط 
با يك يا تعداد بيشترى تركيب آروماتيك، قابل شناسايى 
است حامل گروه هاى  اند. هم چنين آن ها گاهى ممكن 
اسيد سولفونيك نيز باشند(13، 5). بررسى اخير، يافته هايى 
را روى تجزيه رنگ هاى آزويى از محلول هايى با استفاده 

از بازيديوميست هاى پوساننده سفيد گزارش مى دهد. 
مواد و روش ها
ميكروارگانيسم ها

 Trametes دو قارچ مولد پوسيدگى سفيد به نام هاى
عباس  جنگل هاى  از  Trametes gibbosaو  hirsuta

شناسايى  كليد  از  استفاده  با  و  آورى  جمع  بهشهر  آباد 
Trametes hirsuta قارچ هاى پلى پور ريواردن در دسته hirsuta قارچ هاى پلى پور ريواردن در دسته hirsuta

در  (4).نمونه ها  شدند  شناسايى   Trametes gibbosaو
پليت هاى حاوى محيط كشت عصاره مالت آگار كشت و 

در دماى 35 و 30 درجه سانتى گراد (به ترتيب) به مدت 
7 روز در انكوباتور براى رشد نگه دارى و سپس در دماى 
4 درجه سانتى گراد در يخچال تا زمان نياز قرار داده و هر 

ماه يك بار واكشت مى شدند.
محيط كشت و شرايط كشت

براى هر قارچ 5 گروه (3بار تكرار) ارلن هاى 100 سى 
سى كه حاوى 30 سى سى محيط كشت آبى عصاره مالت 
(17گرم عصاره مالت در يك ليترآب مقطر) و تنظيم شده 
 ،HCl و NaOH به كمك محلول 0/5 نرمال pH= 6در
مهيا و سپس تمام ارلن ها در اتوكلاو در دماى 121 درجه 
سانتى گراد به مدت 15 دقيقه استريل شدند. رنگ ها نيز 
در غلظت هاى مورد نظر به طور مجزايى آماده و به يك 
شدند  اضافه  سى)  (1000سى  شده  اتوكلاو  مادر  محلول 
 75 و   50،25،15 به  ارلن ها  در  نهايى  غلظت  كه  طورى 
ميلى گرم در ليتر برسد. با پنبه ديسك زن، ديسك هاى 4 
ميلى مترى از كلونى قارچى در حال رشد روى پليت هاى 
عصاره مالت آگار زده شده (ديسك ها از مناطق حاشيه اى 
ديسك  عدد   3 و  شدند)  برداشته  رشد  بالاى  فعاليت  با 
درون ارلن هاى حاوى 30 سى سى عصاره مالت قرار داده 
محيط  يك  در  لامينار  زير  در  بايد  اعمال  اين  (تمام  شد 
استريل انجام شود). سپس ارلن ها در دماى 35 و 30 درجه 
به   T.T.TgibbosaTgibbosaT و   T.T.Thirsuta براى  ترتيب  به  سانتى گراد 

مدت 15 روز در انكوباتور نگه دارى شدند.
آزمايش هاى رنگ برى

برى  رنگ  براى  كشت ها  توانايى  آزمايش  براى 
سرسرنگى  ميكروفيلتر  با  هررنگ  آزويى،   رنگ هاى 
قبلا  كه  محيط كشت هايى  به  و  استريل  ميكرومتر،   0/25
استريل شده بود اضافه شد طورى كه غلظت به 50،25،15 
رنگ  درجه  تعيين  براى  برسد.  ليتر  در  گرم  ميلى   75 و 
مسيليوم ها  توسط  رنگ  مقدارى  كه  دليل  اين  به  برى، 
منظور  به  اتانول  ليتر  ميلى   5 كاغذ صافى جذب شده،  و 
برگرداندن رنگ ها اضافه شد. تجزيه رنگ توسط دستگاه 
در  جذب  گيرى  اندازه  با   (1100-UV)اسپكتروفتومتر
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11و15   ،8،5 از  بعد  رنگ  هر  براى  ماكزيمم  موج  طول 
محيط  در  قارچ ها  كنترل،  كشت هاى  در  و  روزبررسى 

كشت بدون رنگ كشت داده شدند.
آزويى  رنگ هاى  ماكزيمم  موج  طول  و  ساختار 
(Congo Red و Orange G) در اين كار در شكل 1 

نشان داده شده است(شكل 1). 
اثر غلظت رنگ

رنگ  مختلف  غلظت هاى  با  شده  انجام  آزمايش هاى 
صورت گرفت. براى بررسى توانايى قارچ در برابر رنگ 
برى از4 غلظت مختلف رنگ (75-15 ميلى گرم بر ليتر) 

استفاده شد. 
وزن خشك مسيليوم

كردن  فيلتر  توسط  قارچى  مسيليوم  توده  خشك  وزن 
 Whatmann محتواى هر ارلن با استفاده از كاغذ صافى
فيلتر  از  بعد  و  قبل  كاغذ صافى  هر  آمد.  به دست   no:1
كردن با ترازوى ديجيتال دقت 0/0001 گرم اندازه گيرى 
و بعد از صاف كردن در دماى 70 درجه سانتى گراد در 

آون گذاشته تا خشك شود. هنگام صاف كردن به دليل 
اين كه مقدارى رنگ به كاغذ صافى مى چسبد از مقدارى 
و  نموده  حل  خود  در  را  رنگ  تا  گرديد  استفاده  اتانول 
سپس پترى حاوى رنگ و اتانول را به مدت 2 ساعت در 
هواى آزاد گذاشته تا اتانول تبخير و رنگ به جامانده به 

عصاره قارچى اضافه شود. 
نتايج 

آناليز دستگاه اسپكتروفتومتر

دو  اين  توسط  آزويى  رنگ هاى  تجزيه  بررسى  براى 
رنگى  نمونه هاى   (400-700nm) نورى  جذب  قارچ، 
اندازه   (1100UV) اسپكتروفتومتر  دستگاه  وسيله  به 
به خاطر  گيرى شد. تجزيه در روزهاى اول ممكن است 
دستگاه  باشد.  قارچ  مسيليوم هاى  توسط  رنگ  جذب 
داد كه  نشان  پيك  رنگ يك  هر  براى  اسپكتروفتومترى 
براى Congo Red و Orange G به ترتيب 495 و470 

نانومتر به دست آمد(نمودار1). 

شكل 1- ساختار و طول موج ماكزيمم به دست آمده براى رنگ هاى آزويى

T. T. T در يك دوره 15 روزه hirsuta و T.  T.  T gibbosa توسط Orange G و Congo Red نمودار1- مدت زمان لازم براى رنگ برى
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بررسى هاى اوليه

رنگ  دو  برى  رنگ  روى  اوليه  بررسى هاى  نتايج 
T.T.TgibbosaTgibbosaT نشان داد ماكزيمم رنگ برى را براى  توسط 
10 روز بعد از كشت در غلظت  (٪97/7) Congo Red

رنگ  چنين حداكثر  هم  داد.  نشان  ليتر  بر  گرم  ميلى   50
كشت  از  بعد  روز   11  (٪97/8) Orange G براى  برى 
در غلظت 75 ميلى گرم به دست آمد. از روز يازدهم به 
بعد هيچ تغييرى دررنگ برى صورت نگرفت.رنگ برى 
T. T. T نيز از الگويى مشابه قبل  hirsuta هر دو رنگ توسط
Congo Red برى  رنگ  حداكثر  اما  مى كند  پيروى 

از كشت  بعد  (94/8٪) 11 روز  Orange G (94/6٪) و 
دست  به  ترتيب)  ليتر(به  بر  گرم  ميلى  75و50  غلظت  در 

آمد (نمودار2).
بعد  برى  رنگ  حداكثر  شده  انجام  آزمايش هاى  در 
براى  بهينه  زمانى  دوره  اين  از  آمد.  دست  به  روز   11 از 

آزمايش هاى بعدى كمك گرفته شد. 
در غلظت 75  را  برى رنگ ها  3 درصد رنگ  نمودار 
يك  در   T. T. T hirsuta و   T. T. T gibbosa توسط  گرم  ميلى 

دوره زمانى 15 روزه نشان مى دهد.
  رشد قارچ در محيط كشت شامل رنگ

وزن  مقايسه  وسيله  به  قارچ  رشد  براى  رنگ  سميت 
با  كشت هايى  محيط  در   (DMW) ميسيليوم  خشك 
دست  به  ليتر)  بر  گرم  (75-15ميلى  متفاوت  غلظت هاى 
فاقد  كشت  محيط  در  قارچ  آزمايش،  اين  كنار  در  آمد 

توانايى قارچ هاى چوب زى Trametes hirsuta و...82

T. T. T و gibbosa توسط orange G و congo red نمودار2- درصد رنگ برى
T. T. Tدر غلظت هاى مختلف (15 روز بعد از تلقيح) hirsuta

T. T. T و gibbosa توسط orange G و congo red نمودار3- درصد رنگ برى
T. T. Tدر غلظت 75 ميلى گرم (در يك دوره 15 روزه) hirsuta
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نتايج  شد.  داده  كشت  كنترل،  گروه  عنوان  به  رنگ، 
و   T.  T.  T gibbosa مربوط به وزن خشك مسيليوم دو قارچ
Congo Red نشان  T. T. T در غلظت هاى مختلف  hirsuta

كمتر  قارچ  رشد  رنگ،  غلظت  افزايش  با  كه  مى دهد 
اين رنگ در  نتيجه گيرى كرد كه  مى شود پس مى توان 
در  اما  مى باشد.  سمى  قارچ  دو  هر  براى  بالا  غلظت هاى 

مى دهد  نشان  آمده  دست  به  نتايج   Orange G مورد 
قارچ ها  رشد  در  تغييرى  رنگ،  غلظت  افزايش  با  كه 
صورت نمى گيرد البته رشد قارج با توجه به شاهد (محيط 
كشت + قارچ) در كل كمتر بوده واين نشان مى دهد كه

مستقل  كه  دارد  قارچ  براى  كمى  سميت  Orange G

ازغلظت است (نمودار 4).

T. T. Tدر محيط كشت مايع حاوى رنگ hirsuta و T. T. T gibbosa نمودار4- وزن خشك مسيليوم قارچ هاى
 درغلظت هاى مختلف (5 روز بعد از تلقيح)

بحث و نتيجه گيرى
 T. T. T T در اين مطالعه توانايى رنگ برى دو قارچ چوب زى  T در اين مطالعه توانايى رنگ برى دو قارچ چوب زى 

T. T. T روى دو رنگ مختلف آزويى  hirsuta و gibbosa

Congo Red و Orange G مورد بررسى قرار گرفت. 

بودند و  اكسيدازى  فعاليت  هر دو ميكروارگانيسم داراى 
به همين دليل توانستند هر دو رنگ را تجزيه كنند.در اين 
آزمايش ها به ميزان بالايى از رنگ برى در طى يك دوره 
15 روزه دست يافتيم. هر دو قارچ رنگ برى خوبى را در 
Congo Redمورد رنگ Congo Redمورد رنگ Congo Red در طى 5 روز اول كشت نشان 

دادند اين نتيجه در مورد رنگ Orange G نيز به دست 
آمد با اين تفاوت كه شروع تجزيه از روز پنجم بعد كشت 
بود و در بازه زمانى 8-5 روز حداكثر رنگ برى صورت 
Congo Red گرفت. مى توان گفت رنگ برى دو رنگCongo Red گرفت. مى توان گفت رنگ برى دو رنگCongo Red

T. T. T  به يك  hirsuta و hirsuta و hirsuta T. T. T gibbosa توسط gibbosa توسط gibbosa Orange G وOrange G وOrange G

اندازه صورت گرفت تنها تفاوت در زمان شروع تجزيه بود 
كه در مورد Congo Red از روز اول رنگ برى شروع 

شد اما Orange G از روز پنجم رنگ برى انجام شد كه 
احتمالا نشان دهنده تفاوت در نوع رنگ ها، ساختارشان و 
چگونگى قرارگيرى رنگ در جايگاه فعال آنزيم مربوط 
استOrange G .(8) به دليل حجيم تربودن و پيچيده تر 
بودن ساختارش،  جايابى آن را در جايگاه فعال آنزيم هاى 
دليل مى تواند  به همين  تجزيه كننده دشوار مى سازد(6)، 
اين  چنين  هم  دهد  قرار  تاثير  تحت  را  برى  رنگ  شروع 
احتمال هم وجود دارد كه به طور كلى آنزيم هاى تجزيه 
Orange Gكننده در ارتباط با Orange Gكننده در ارتباط با Orange G ديرتر به محيط آبى ترشح 

وسيع  آزمايش هاى  به  نياز  موارد  اين  تمام  كه  مى شوند 
ترى دارد(14). البته با توجه به اين كه λmax جذب اين 
كرد  فرض  مى توان  مى كند  تغيير  زمان  گذشت  با  رنگ 
كه اين رنگ با ساختار پيچيده در روزهاى اول هم تجزيه 
مى شود اما چون به تركيبات رنگى جديد تبديل مى شود 
نتايج نشان  باعث تاخير در رنگ برى مى شود. هم چنين 
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T. T. T قدرت رنگ برى بيشترى در مورد  gibbosa داد كه
T. T. T دارد كه مى تواند دلالت  hirsuta هر دو رنگ نسبت بهhirsuta هر دو رنگ نسبت بهhirsuta

قارچ  دو  اين  در  شده  سنتز  آنزيم هاى  نوع  در  تفاوت  بر 
دارد.در قسمت بعدى آزمايش ها به بررسى سميت اين دو 
رنگ روى رشد قارچ هاى مورد مطالعه پرداختيم. نتايج به 
دست آمده نشان داد كه رنگ Congo Red با افزايش 
غلظت مانع از رشد هر دو قارچ مى شود اما نكته قابل توجه 
اين بود كه كاهش رشد قارچ ها منجر به كاهش تجزيه در 

رنگ نشد كه نشان مى دهد كه قارچ در مقاديرجزيى هم 
قادر به رنگ برى مى باشد و اين كه نه تنها فعاليت آنزيم 
رنگ  افزايش  كه  مى رسد  نظر  به  بلكه  يابد  نمى  كاهش 
Orange G توليد آنزيم را تحريك مى كند(1). در مورد

نيز به اين نتيجه رسيديم كه اين رنگ به طور كلى مستقل 
از غلظت رشد قارچ را كم مى كند ولى كاهش رشد باز 

هم منجر به كاهش تجزيه نمى شود. 
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