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قارچهاي هاي متداول در كنترل بيوسايد اسپكتروفلومتري روشي براي سنجش كارآيي
 آثار و بناهاي تاريخيدر  مخرب

 محمدي پريسا
  ، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي)س(دانشگاه الزهراتهران، 

  10/12/89: تاريخ پذيرش     2/4/88: تاريخ دريافت

  چكيده

در اين . قرار گرفته است علاقه مند به آثار باستاني توجه بسياري از دانشمندان موردني مشكل تخريب زيستي آثار و بناهاي باستا
شده اند و مطالعات گسترده اي جهت كنترل اين عوامل  معرفيسنگها  مخربترين عوامل  عنوان يكي از مهمه قارچها برابطه 

 يكارآراي آن بتوانكاربرد  ردن روشي است كه باو بهينه ك پيدا كردن حاضر هدف از پژوهش. بيولوژيكي در دست بررسي است
يكي از معيارهايي كه در ارزيابي . را ارزيابي نمود حفظ آثار باستاني مورد استفاده قرار مي گيرند ايربكه  تيمارهاي شيميايي
لهاي در اين پژوهش سلو .د سنجش تعداد سلول هاي زنده استمورد استفاده قرار مي گيرن شيميايي موفق تيمارهاي

آلكيل بنزيل دي متيل آمونيوم كلرايد تأثير حت ت Exophilia jeanselmei (J26) و Trimmatostroma abietis(A18)قارچي
)(BAC  ين دي استات ئسلولهاي قارچي با رنگ هاي فلورس ابتدا .قرار گرفتيك درصد) (FDA ،ين ام ئكلس)Cal AM( ، 

اندازه تغييرات فلورسانس سلولهاي زنده فلورومتربا استفاده از  سپس .گرديدآميزي و تركيبي از آنها رنگ  (PI)يديد  پروپيديوم
پ فلورسانس و وطوري كه اين رنگ پذيري با ميكروسكه به شدت رنگ گرفتند ب FDAسلولهاي رنگ آميزي شده با . دشگيري 

اين در . ري ضعيفي را نشان دادندرنگ پذيCal AM سلولهاي قارچي در حضور . نيز با سنجش فلورومتري قابل مشاهده بود
زماني كه تلفيق رنگها مورد استفاده قرار گرفت . هيچ گونه فلورسانسي را نشان ندادند PIرنگ شده با حالي است كه سلول هاي 

. در تركيب با ساير رنگها نيز مشاهده شد FDAكاهش شدت فلورسانس . به لحاظ كمي و كيفي فلورسانس سلولي كاهش يافت
مي تواند براي سنجش تيمارهاي شيميايي قارچهاي صخره اي مورد استفاده قرار  FDA دست آمدهه با توجه به نتايج ب ينبنابرا
  FDAفلورومتري نشان داد كهنتايج  .كمي كرد ي فيزيكي يا شيميايي رايي تيمارهاآرنگ مي توان كاراين با استفاده از . گيرد

 .و مواد مصرفي بسيار مقرون به صرفه مي باشد لحاظ زمانه روشي دقيق، قابل تكرار و ب

 فلورومتري اسپكتروو ، فلوروسئين دي استاتهاي ساكن صخره قارچ: كليدي واژه هاي

   p.mohammadi@alzahra.ac.ir :، پست الكترونيكي88058912: نويسنده مسئول، تلفن ٭

  مقدمه
در كشورهايي با  باستاني و هنريزيستي آثار فرسودگي 

تاريخ كهن و داشتن ابنيهء تاريخي مورد توجه بسياري از 
صخره ها و سنگها محيطهاي . گرفته است دانشمندان قرار

و حضور سر سختي براي زندگي ميكروارگانيسم ها 
تغييرات  چنين ميكروارگانيسم هايي كه دهستنبيوفيلم ها 

ذايي قابل غمواد يت محدود ،حرارت و شديد رطوبت

 را تحمل ميغلظت بالاي الكتروليتهاي مختلف و دسترس 
شديد  تابش صخره ها و سنگها همچنين در معرض .كنند

 ،با وجود اين شرايط سخت. اشعه هاي خورشيدي هستند
فعاليت بيولوژيكي در سطح و در داخل صخره هايي كه در 

.  )26( شود ده ميوفور دياتمسفر قرار مي گيرند ب تماس با
ارگانيسم از  خاصيانواع  فقطتحقيقات نشان داده است كه 
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 و البته بر روي صخره هاي برهنه تثبيت شوند ها قادرند
در لايه هاي  چنين ارگانيسم هايي اجتماعات اندوليتيك

. )11( استنيز مشاهده شده  صخره ها و سنگها زيرين
تي شركت در تشديد عوامل فرسايش زيس يموجوداتچنين 
مي ناميده  كروارگانيسم هاي پويكيلوتروفمي و نموده
ميكرو ارگانيسم  ل فارسيدمعاشايد بتوان  .)25 و 24(شوند

 .اطلاق نمود چنين ميكروارگانيسم هاييهاي خونسرد را به 
موجودات ميكروارگانيسم هاي خبره اي  ايندر حقيقت 

 بسيارهستند كه توانايي سوخت و ساز در محدوده هاي 
ط محي .گسترده اي از شرايط زيست محيطي را دارند

زيست چنين موجوداتي مي تواند خيلي عادي باشد ويا 
و شديد را در پايين ترين و بالاترين سطح  اساسيتغييرات 

در دوره هاي ميتواند اين تغييرات . خود به نمايش بگذارد
موجودات مورد نظر بايد  .نامنظم رخ دهديا زماني منظم و 

فاقد يهايي را به نمايش بگذارند كه ساير موجودات ويژگ
در شرايط  ءيعني تحمل و داشتن ابزاري براي بقا آنند

در نامنظم  منظم و يا طوره كه ب يزيست شديد تغييرات
اولين  ييين ميكروبهاچنجداسازي  .اتفاق مي افتدمحيط 

استيلي  .)9( انجام شد 1966بار توسط كرومباين در سال 
قارچهاي خاص پويكيلوترف جداشده از  1982در سال 

اين دسته از . )16( صحراها را قارچهاي ميكروكلني ناميد
منابع آلي و آبي  ،ميكروارگانيسم هاي شيميوارگانوتروف

اين . مي آورند به دستمورد نياز خود را از محيط زيست 
پ قابل مشاهده هستند و وبا ميكروسكخوبي ه موجودات ب

قابل  با روشهاي بيوشيميايي ليسمي آنهاتعيين فعاليت متابو
كشت آنها در آزمايشگاه مشكل ولي  مي باشداندازه گيري 

محمدي و همكاران چنين  .گاه بسيار زمانبر استو 
ميكروارگانيسم هاي سخت رشدي را از منطقه تخت 

و همكاران ترتياچ  .)10( جمشيد جدا و شناسايي نمودند
 Rocimaو  BAC، Koretrelارزيابي بيوسايد هايي نظير 

بر با بررسي تغيير پالسهاي فلورسنت تقويت شده ا ر 110
. )18(روي گلسنگهاي آندوليتيك مورد مطالعه قرار دادند

توان  راحتي نميه را ب ييميكروارگانيسم هاين چنبرخي از 
با روشهاي ثار مخرب آنها آاگرچه  در آزمايشگاه كشت داد

تعداي از چنين  .است ميكروسكپي و شيميايي قابل اثبات
ميكروارگانيسم هايي نيز در آزمايشگاههاي مختلف دنيا 
جدا و شناسايي شده اند كه رشد كندي را در شرايط 

براي زدودن اين اشكال . آزمايشگاه نشان مي دهند
يا بيولوژيك از سطوح هنري نياز به استفاده از بيوسايد 

ه ترين يافتن روشي كه در كوتالذا است روشهاي فيزيكي 
زمان ممكن بتواند اثر تيمارهاي فيزيكوشيميايي را نشان 

به لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه باشد  همچنيندهد و 
امروزه در بسياري از مراكز  .نظر مي رسده ضروري ب
 ، BACيي چون جهت ارزيابي اثر بيوسايد هاتحقيقاتي 

Prevntol ,TricyclazoleوBismuth dimercapto ethanol  
 كلي بيوفيلمهاي به طورو  برروي ميكروارگانيسم ها كه

از  استفاده مي شود در تخريب آثار هنري و تاريخي دخيل
روش كشت نمونه ها در محيط هاي عمومي و اختصاصي 

لذا مطالعات مربوط . )11( استفاده مي گرددCFU و تعيين 
ثر در تخريب ؤقارچهاي مبه اثر بيوسايدها بر روي 

 رشد بسيار آهسته اي دارند بسيار زمان كهبسترهاي سنگي 
 CFUدر ضمن روش كلاسيك كشت و تعيين . بر است

ميكروارگانيسم هاي زنده اي كه قابليت كشت مي تواند ن
با توجه . نمايدخود را از دست داده اند در محاسبه وارد 

هدف از پژوهش حاضر يافتن و بهينه به مطالب ذكر شده 
 اثر است كه با آن بتوانريع قابل اعتماد و سكردن روشي 

مربوط به حوزه مرمت وترميم  شيمياييفيزيكو تيمارهاي
روي ارگانيسم هاي دخيل در امر فرسودگي را  استانيآثار ب

  .دادقرار ارزيابي  موردزيستي 

  روشها مواد و 
اين . تركيبات چهارتايي آمونيوم است از BAC: بيوسايد

عنوان ه و نيز بعنوان كاهش دهنده كشش سطحي ه ب ماده
استفاده قرار  در پزشكي و صنعت موردضدعفوني كننده 
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طيف اثر وسيعي دارد در مرمت كه  تركيباين از  .گيرد مي
در اين . و ترميم آثار هنري و تاريخي نيز استفاده مي شود

براي جلوگيري از رشد يك درصد  BACبررسي از غلظت 
  .سلولهاي قارچي مورد استفاده قرار گرفت

سويه قارچي براي اين منظور  دو: ه هاي قارچيسوي
 A18)( Trimatostroma نمونه قارچياولين . استفاده شد

abietis  ين آندوموExophilia jeanselmei (J26) بود كه 
مربوط به دوران يونان  ي تاريخيهابناسطح از به ترتيب

و از  بودشده جدا  باستان در اكراين و كليسايي در آلمان
ي سويه ها .وبي دانشگاه الدنبورگ تهيه گرديدبانك ميكر

درجه سانتي  28روي محيط مالت آگار و در دماي  قارچي
سلولهاي قارچي در سوسپانسيوني از  .كشت داده شدگراد 

پي وجود ومشاهدات ميكروسك. شد تهيهبافر فسفات 
به شكل تجمع يافته ديده  مقادير كافي از سلولها را كه غالباً

توده سلولي با استفاده از دستگاه . ان دادند را نشدمي ش
ه ب. گرديد نواختكي Ultra-Turrax T25 هموژنايزر مدل

 تورسونيكابهتر سلولها از دستگاه اولترا نجدا نمود منظور
 30و  15 ،10 ،5 مدته ب Bandelin Sonorex Rk100مدل

با استفاده از چهار لايه گاز استريل . دقيقه استفاده شد
از لام  .ن يكنواختي از سلولها ايجاد شدنسيومعمولي سوسپا

. دگرديسلول در ميلي ليتر استفاده  10 5توما براي شمارش 
 بررسي تغييرات احتمالي تعداد سلولهاي زنده از يبرا

  .فلوريمتري استفاده شدپي و وميكروسك روش

 l/mlμ20با غلظت ) سيگما( FDAمحلول كاري : رنگها
. ساخته شد)درصد 0.05( از محلول ذخيره Tris-HCLدر

در آب  l/mlμ 3با غلظت) سيگما( Cal AMمحلول كاري
محلول  .تهيه شدآن )g/mlμ1(از محلول ذخيره  مقطر

كليه .گرديد تهيه PBSنيز در  )سيگما( PIكاري از رنگ 
 به مدت يك ماهدرجه سانتي گراد  4رنگها در تاريكي و در

  .گهداري شدن

كار براي ارزيابي : روش رنگ آميزي سلولهاي قارچي
 .بودو زنده سلولهاي مرده به  نياز رنگ آميزي آرايي روش

lμ 100  سلولهاي قارچي در  10 5از سوسپانسيون
پس . ساعت گرما گذاري شد 18به مدت   BACمجاورت

سلولي استريل رنگ آميزي  PBSاز شستشوي سلولها با 
قرار سلولهاي مرده قارچي با در روش ديگر . انجام گرديد

در مدت يك ساعت ه بز سوسپانسيون سلولي انيمي  دادن
سلولها  نهايتاً. تهيه گرديد درصد 8گلوتارآلدئيد مجاورت 

و به نسبت  شد استريل شستشو داده PBSچندين بار با 
از اين  lμ 100. دگرديخلوط با سلولهاي زنده م 2/1

سلولها با حجم مساوي از رنگهاي تهيه شده مخلوط شد و 
 و 45 ،30 ،15 ،10 ،5 ،1به مدت ه سانتي گراد درج 28در 
سويه هاي قارچي رنگ آميزي . دقيقه گرما گذاري شد 60

ابتدا حجم . با تركيبي از رنگها به دو روش انجام شد
مخلوط اين دو رنگ  .مخلوط شد PIو   FDAمساوي از

در روش ديگر سلولها . گرديدبراي رنگ آميزي استفاده 
 PBSسپس سلولها در . شد آميزي رنگ FDAابتدا با رنگ 

 .عمل شستشو دو بار تكرار شد. شد ژشسته و سانتريفيو
عنوان رنگ ه ب PIسلول هاي شسته شده در اين مرحله با 

خانه اي  96به ميكروپليت هاي  زمينه رنگ آميزي و نهايتاً
براي مشاهده سلولهاي رنگ . گرديدمنتقل ) Nunc( سياه

زايس مجهز به دو فيلتر پ فلورسانس وشده از ميكروسك
و  520ي انگيزش هاپرتوبراي  nm  510- 560و  450- 490
590  nmبراي  به ترتيب انتشار پرتوهاي براي Cal AM 

,FDA وPI فلورسانس سلولها با دستگاه  شدت. استفاده شد
از . سنجيده شدOptima Fluostar مدل اسپكتروفلورومتر 

و فيلتر گيزش پرتوهاي انبراي  nm 544و  485دو فيلتر
 Cal براي  به ترتيب پرتوهاي انتشاربراي  nm 544و  520

AM,FDA وPI  دگردياستفاده.  
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  نتايج
 FDAوCal AM سلولهاي زنده و فعال قارچي با دو رنگ 

رنگ سبز روشن فلورسانس را به نمايش گذاشتند در حالي 
عبارتي در اين موارد ه كه سلولهاي مرده رنگ نشدند يا ب

با مشاهدات  .آمد به دستسياهي از نمونه ها  املاًتصوير ك
دقيقه براي رنگ آميزي سلولها  30پي زمان وميكروسك

كه از ميان اين دو  دادج بررسيها نشان ينتا. انتخاب گرديد
توانست با شدت بيشتري سلولهاي قارچي را   FDA،رنگ

ميزان فلورسانس سلولهايي كه واجد . )1شكل ( رنگ نمايد
تر  دي ملانين بودند در مقايسه با سلولهاي جوانمقادير زيا

نشان داد  دو سلول قارچيمقايسه رنگ آميزي . ين بوديپا
 ).1نمودار ( ندرنگ گرديد J26بهتر از  A18سلولهاي كه 

براي رنگ   A18بنابر اين در مراحل بعدي از سلولهاي
  .استفاده شد آميزي و سنجش

 
سلولهاي  ،FDAبا  سلولهاي قارچي رنگ آميزي شده -1شكل 

   .ديده مي شوند قارچي واجد مقادير زياد ملانين به رنگ تيره
  

 PI و FDA ميزان فلورسانس سلولهاي قارچي رنگ شده با

وسپس  FDAو در نهايت  PI-FDAبه ترتيب و با مخلوط 
PI در ).  2نمودار ( با اسپكتروفلورومتر اندازه گيري شد

انس بافر و رنگ كنار سلولهاي رنگ شده ميزان فلورس
نتايج فلورومتري نشان داد كه هيچ گونه . سنجش گرديد

. مشاهده نگرديد PIفلورسانسي از سلولهاي رنگ شده با 

. امكان پذير نبود  PIبه عبارتي برآورد ميزان مرگ سلولها با
و  FDA -PIرنگ آميزي سلولهاي قارچي با مخلوط 

هش همچنين رنگ آميزي سلولها در دو مرحله موجب كا
اين در حالي است كه سلولهاي . ميزان فلورومتري شد

  .به تنهايي رنگ شدند FDAقارچي به خوبي با 

 
رنگ شده با  J26و  A18ميزان فلورسانس دو سلول  -1نمودار 

FDA وCal AM خودي رنگهاي مذكور ه ب ، ميزان فلورسانس خود
 .سنجش شد BACو بافر موازي با نمونه هاي تيمار شده با 

  بحث
بيوفيلم ساختارهاي پيچيده اي از ميكروارگانيسم هاست كه 

نيسم ها توليد در بستر پليمري كه توسط خود ميكروارگا
طرق ه اين ساختار ويژه ب. )13(شود قرار مي گيرد مي

مختلف از جمله توليد پليمرهاي ترشحي مي تواند به 
سطوح مختلف بچسبد و شرايط سخت محيطي از جمله 

حرارت بالا، مقاومت به تغييرات فشار اكسيژن اسيديته بالا، 
صحبت ازميكرو كلني به ميان  كه زماني. را تحمل كند

اين توده . آيد منظور توده اي از چند صد سلول است مي
عنوان يك ه سلولي اگر بر روي محيط كشت قرار بگيرد ب

را شود كه سنجشها و محاسبات  ته ميواحد در نظر گرف
جدا براي غلبه بر چنين مشكلي و . نمايد دچار اشكال مي
آوردن سوسپانسيون يكنواختي از  به دستكردن سلولها و 

از . هاي فيزيكي و شيميايي استفاده مي شودروش ها ازآن
 EDTAاستفاده از جمله عوامل فيزيكوشيميايي مي توان به

,Tween ,Junlon  هموژنايزر و سونيكاتور و استفاده از
 كي و مكانيكي غير اختصاصي اندروشهاي فيزي. اشاره كرد

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1390 ،6، شماره 24جلد                                                                                مجله زيست شناسي ايران                                         

822  

 

و در مقايسه با ساير روشها كاربرد وسيع تر و كارآيي 
  .بالاتري دارند

ثر در تخريب بسترهاي سنگي رشد ؤبرخي از قارچهاي م
ها بسيار آهسته اي دارند لذا مطالعات مربوط به اثر بيوسايد

به مختلف  در مقالات. بر است بر روي آنها بسيار زمان
شيميايي براي كنترل رشد عوامل  تفاوتمتركيبات 
 .اشاره شده استثر در فرسودگي زيستي ؤمبيولوژيك 

BAC ،نانوذرات ، تركيبلت چهارتايي آمونيوم بر پايه سيلان
نقره، زئوليتهاي مس و نقره و بيوسايدهاي قديمي استارات، 

 سيلان و تركيب كلريني پيريدين از جمله اين موارد هستند
 با گذشت بيش از هفتاد سال از معرفي زهنو. )22 و 18(

BAC  جلوگيري از تخريب زيستي سطوح چوبي  دراز آن
نتايج محققين نشان . )21 و 3( و سنگي استفاده مي شود
م بيوسايدهاي سنتي همراه با أداده است كه كاربرد تو

تيمارهاي آنزيمي مثل پروتئاز، ليپاز و گلوكزاكسيداز نتايج 
ن سطوح از عوامل بيولوژيك ارائه بهتري را در پاك كرد

  ).19(دهد  مي
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براي كنترل كارآمدي روش از . اندازه گيزي شد PIو  FDAبدون رنگ آميزي و پس از رنگ آميزي با  A18ميزان فلورسانس سلولهاي  -2مودار ن

  .ها آمده است و زنده به دو روش رنگ آميزي شد كه در بخش روش هاي مرده مخلوط سلول. هاي زنده و مرده استفاده شد مخلوط سلول
  

فلوروكرومهايي كه براي رنگ آميزي سلولي استفاده 
سيتوپلاسمي،  يشوند بر پايه پتانسيل اكسيد و احيا مي

فعاليت زنجيره انتقال الكترون، فعاليت آنزيمي، پتانسيل 
مي  عمل ءسلولي و بر اساس حفظ تماميت غشا يغشا
مبني بر استفاده از  متعددي هايگزارش ).6 و 1( دكنن

فعاليت مبتني بر رنگهاي فلورسانت يا مواد شيميايي 
بعنوان  FDAازمشتقات  . )20 و 17( داردوجود آنزيمي 

رنگ حياتي در رنگ آميزي سلولهاي باكتريهاي موجود در 
 و 2( آب، پساب و مواد پروبيوتيكي استفاده شده است

13( .Cal AM روكروم ديگري است كه مي تواند فلو
مطالعات . سلولهاي زنده و مرده را از يكديگر تفكيك نمايد

ين سلولهاي يميزان فلورسانس پانشان داده است كه 
حكايت از وجود  Cal AMپستانداران رنگ شده با

 رد ).8( سيستمهاي انتقال رنگ به بيرون از سيتوپلاسم دارد
 Cal AMي شده با سلولهاي رنگ آميزنيز اين پژوهش 

ميزان فلورسانس بدو . فلورسانس پاييني را نشان دادند
با  اين نتايج. و فلورومتري بررسي شدپي وطريق ميكروسك

مخمر ساكاروميسس سرويزيه  تحقيقات انجام شده برروي
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همكارانش انجام شده بود مطابقت  كانشيرو وكه توسط 
با ين رنگ پذيري سلولهاي قارچي يميزان پا. )5( داشت

سلولها غير قابل نفوذ بودن  مي تواند ناشي ازرنگ مذكور
 .باشدبه رنگ و يا تفاوت در جايگاه اتصال رنگ در سلول 

 تحقيق حاضربراي رنگ آميزي سلولهاي  Cal AMلذا 
رنگ مناسبي براي ارزيابي  FDAبرعكس، . بودمناسب ن

ج با ينتااين  .ده شدسلولهاي زنده مورد نظر تشخيص دا
. كارهاي علمي كه ديگران انجام دادند مطابقت داشت

 يغشاقادر است  FDAرنگ  كه تحقيقات نشان داد
فعال از سلولهاي غيررا فعال لحاظ متابوليكي ه بسلولهاي 

 2002و همكاران در سال  نحس ).23 و 15( نمايدمتمايز 
 Trichoderma harizaniumبراي رنگ آميزي  FDAاز 

نشان دادند كه قسمتهاي فعال  آنان. )4( استفاده نمودند
راحتي قابل تمايز ه بغير فعال هيف قارچي از ساير قسمتها 

ملانيني  سلولهايي كه شديداًذكر است كه ه لازم ب .بود
تر  نسبت به سلولهاي جوان بودند رنگ پذيري كمتري را

زه تواند اندامي رسد كه ملانين مي نظر ه ب .نشان دادند
را ها پذيري قارچو در نتيجه رنگ منافذ ديواره سلولي 

و همكاران نشان دادند كه تلفيق دو لوپس . كاهش دهد
تواند سلولهاي زنده و مرده مي خوبي ه ب فلورسانس رنگ

گزارش  با نتايج ناي كه  )7( را از يكديگر متمايز نمايد
نتايج تحقيق  ).14( نداشتهمخواني همكاران واسپيكما 

نشان داد كه با توجه به غير قابل نفوذ بودن ر حاض
استفاده همزمان اين دو  PIسلولهاي زنده و مرده به رنگ 

رسد كه افزايش  نظر ميه بهمچنين . نمي باشد ممكنرنگ 
موجب از به هنگام استفاده از دو رنگ  مراحل شستشو

ا شده و در نتيجه ميزان دست رفتن تعداد بيشتري از سلوله
مطالعات نشان . ابدي كاهش مي ي قارچيلولهاس فلورسانس

كه در شرايط سخت محيطي رشد  ييداده است قارچها

كنند داراي غشاهاي ضخيم و مقادير بالايي از ملانين  مي
هستند كه اين ويژگي رنگ پذيري آنها را از ساير سلولها 

در ضمن در روش كلاسيك كشت و تعيين . ميكندمتمايز 
CFU زنده اي كه قابليت كشت خود  ميكروارگانيسم هاي

در . را از دست داده اند در محاسبه وارد نمي گردد
 قبلي توسط نويسنده نشان داده شد بررسيهاي انجام شده

موجب از دست رفتن قابليت كشت  بيوسايد ها تأثيركه 
بسياري از سلولهاي زنده تيمار شده مي شود كه در روش 

تحت (نمي گردد مقدار آنها محاسبه  CFUكشت و تعيين 
كلي مي توان نتيجه گيري كرد كه تكنيك  به طور). چاپ

فلورومتري روشي ساده و سريع براي نشان دادن 
ي سلولهامي تواند FDA . استميكروبهاي پويكيلوتروف 

با سلولها  رنگ آميزي ميزان .نمايدرا رنگ  مورد نظر
مشاهده و اندازه قابل پي و فلورومتري وروشهاي ميكروسك

رنگ پذيري در سلولهاي مختلف  شدت .استي رگي
تفاوت ساختار ديواره سلولي قارچها  .مي باشدمتفاوت 
 سلولها پي و فلورومتريوايج مختلف ميكروسكمنجر به نت

بهتر از  كار رفته روش فلورومتريه از دو تكنيك ب .گرديد
پي قادر به نشان دادن تغييرات فعاليت وروش ميكروسك

روش فلورومتري  .مي باشد يلوتروفسلولي قارچهاي پويك
براي كمي كردن فعاليت بيوسايدها عليه ميكروارگانيسم 

  . تواند بكار رود مي ثر در تخريب آثار باستانيؤي مها

وسيله از معاونت محترم پژوهشي  بدين: و قدرداني تشكر
 دانشگاه الزهرا در حمايت از انجام اين پژوهش تشكر مي

تهاي فكري و علمي همكاران اين كار بدون حماي. گردد
گروه زيست دانشگاه الزهرا و دانشگاه الدنبورگ ممكن 
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Spectrofluorometry as a tool to evaluate biocide efficiency on 
deteriorating rock fungi 

Mohammadi P. 

Biology Dept., Faculty of Science, Alzahra University, Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 

Biodeterioration of monuments is one of the principal fields of interest for researchers 
in the conservation of cultural heritage. Microorganisms which are living on inorganic 
substrate can settle and spread on and into the rock materials and cause biological 
damages.The aim of this study was to assay effectiveness of chemical treatment which 
is applied in the restoration and renovation of cultural heritage by using a fluorometric 
method. Because cell viability is a critical parameter for assessment of success of 
biocide treatments, one of the objectives of research was to find a reliable method to 
estimate the efficacy of chemicals on rock fungi. The fluorometry tests were performed 
with two isolates A18 (Trimmatostroma abietis) and J26 (Exophilia jeanselmei). The 
cells were treated by Alkyl benzyl dimethyl ammonium chloride (BAC) 1%. Then the 
cells were stained with FDA (fluorescein diacetate) and Cal AM (Calcein AM), PI 
(Propidium Iodide), and combinations of them. The fluorometric method was done to 
measure the alterations of cell viability after chemical treatment. FDA stained cells 
performed a strong staining under microscopic as well as fluorometric recording. After 
cells were incubated in presence of Cal AM, fluorescence of individual cells was 
measured and a weak fluorescence was observed. Fungi stained by PI were not visible 
in any microscopic experiment. Furthermore, the fluorometric method did not show any 
considerable fluorescence intensity of PI stained cells. When combination of dyes was 
used, stained cells had not only a low yield qualitatively and quantitatively, also the 
fluorescence intensity of FDA was decreased. On the contrary, when FDA was used 
alone, strong fluorescence intensity was shown and it could well be used for chemical 
treatment assays and to quantify the efficacy of the chemical treatment. FDA 
fluorometry is accurate, reproducible and economic in both time and materials spent.  

Keywords: rock fungi, fluorescein diacetate, spectrofluorometry 
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