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Abstract 

 

Background and Objectives: Microorganisms are known as an important biocatalysts for green chemistry 

which can be used beneficially for production of medically and pharmaceutically important compounds such as the 

bromine and paraxanthine through caffeine biotransformation. The aim of this study was to determine the bacterial 

subtypes which are able to use as a new biocatalyst for the synthesis of high-value added dimethylxanthines from 

caffeine as low-cost substrate. 

Material and Methods: In this experimental study, twenty-one bacterial strains isolated according to their 
ability to degrade caffeine using enrichment technique. Primary screening was performed by Thin Layer 

Chromatography (TLC). The selected strain characterized based on phenotypic analysis and also amplification of 

16S rDNA gene. Biotransformation mixtures were quantified for produced methylxanthines by High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) technique. 

Results: Among the 21caffeine-degrading bacterial cultures, the resting cells of B. subtilis strain CTB04 are 

reported to be able to convert caffeine into the bromine and paraxanthine. The results showed that the strain CTB04 

was capable of converting 2.5 g/l of caffeine to 1.35 g/l paraxanthine with molar yield (58.2%) and 0.66 g/l of the 

bromine with a 28.4% molar yield after 96 h biotransformation.  

Conclusion: There was a dual approach for bioremediation of the toxic caffeine from environment and a way for 

the production of pharmaceutically dimethylxanthines such as the bromine and paraxanthine as well.  
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 هقبلِ پضٍّطي

 
ٍ هعزفي آى بِ عٌَاى يک بیَکبتبلیشٍر جديد بزای سٌتش سيستي  Bacillus subtilis CTB04جداسبسی 

 پبراساًتیي ٍ تئَبزٍهیي اس سَبستزای کبفئیي

 
5هزاحن آضٌگزف

 3، سجبد عببببف*
 

 گروه علوم زیستی و بیوتکنولوژی، دانشکده علوم، دانشگاه کردستان، سنندج، ایران 2،1
 

 56/3/36پذيزش:      53/5/36دريبفت: 

 
 چكیدُ 

داف: ؼین سهیٌِ ٍ اّ اٍسگبً ٌٌذُ ی ّب اػتفبدُ اص هیىش ثٍی ی  تزضیِ و ؼفَسهبػیَى هیىش تَشاً ی ثش ؿیوی ػجض اص هٌظش ثی وبفئیي ثِ ػٌَاى وبتبلیضٍسّبی هجتٌ
تیي وِ دس كٌبیغ داسٍیی ٍ پضؿىی وبسثشد ثَشٍهیي ٍ پبساصاً ًٌذ تئ لیذ هغلَلات ثباسصؿی هب ویت اػت. ایي هغبلؼِ ثب ّذف  رْت تَ ی داسًذ، عبئض اّ اً فشاٍ

یَِ ٌٌذُتـخیق ػ هی تزضیِ و لیذ دیّبی صیؼتی وبتبلیؼتوبفئیي ثِ ػٌَاى  ی ّبی ثبوتشی ثَ یَي دس تَ تیيً ثَؼتشای  ی ّبی ثب اسصؽ افضٍدُهتیل صاً ثبلا اص ػ
زبم ؿذُ اػت.   اسصاى لیوت وبفئیي اً

اَى ثبلمَُ ی ػَیِ 21، تزشثیدس ایي هغبلؼِ  ها:مواد و روش یٌه غٌی ی ثبوتشی ثب ت ٌٌذگی وبفئیي ثشاػبع تى ػبصی رذاػبصی ؿذًذ. غشثبلگشی تزضیِ و
لیِ اص عشیك وشٍهبتَگشافی لای تٌخت TLCِ ًبصن )اٍ یَِ ه زبم ؿذ. ػ َتیپی ٍ ّبی آصهبیؾاص ثب اػتفبدُ ( اً تیپی طى فٌ یٌي آًبلیض طًَ بٌػبیی  16S rDNAّوض ؿ

تیيهتیلؿذ. غلظت  ؼفَسهبػیَى ثصاً تَشاً اٍوٌؾ ثی لَیذ ؿذُ دس هخلَط  ووی لشاس هَسد ػٌزؾ  (HPLC)ٍػیلِ وشٍهبتَگشافی هبیغ ثب ػولىشد ثبلا ِ ّبی ت
 گشفت. 

ُ، اص هیبى  ها:یافته تًبیذ ثذػت آهذ ٌٌذگی وبفئیي، ػلَل 21ثشاػبع  یَِ ثبوتشی غشثبلگشی ؿذُ ثب لبثلیت تزضیِ و یَِ ثبوتشی ػ ّبی دس عبل اػتشاعت ػ
Bacillus subtilis CTB04 ، ِد. ػَی تیي ثَ ثَشٍهیي ٍ پبساصاً ٌٌذگی وبفئیي ثِ تئ ثَؼتشای  گشم 5/2تجذیل پتبًؼیل  CTB04داسای پتبًؼیل تجذیل و دس لیتش اص ػ

تًیي دس لیتش گشم  35/1ِ سا ثوبفئیي  ذهبى هَلی پبساصا ثَشٍهیي تش گشم دس لی 66/0دسكذ( ٍ  2/58)ساً ذهبى هَلی تئ ػبػت  96دسكذ( سا پغ اص گزؿت  4/28)ساً
اٍوٌؾ ثیَ ؼفَسهبػیَىاص ؿشٍع   ثَد. داسا  تشاً

دُ ٍ وبفئیي ػوی اص هغیظصیؼتی ػبصی پبن ثشایّن سا ساّىبسی دٍهٌظَسُ  هغبلؼِایي گیزی: ًتیجِ لیذ  ّنّبی آلَ تیيهتیلدی ثشای تَ ّبی ّبی صاً
تیي  ثَشٍهیي ٍ پبساصاً   وٌذ.هی اسائِثب وبسثشد دسهبًی تئ

 
تیي، وبفئیي، : هاکلید واژه ؼفَسهبػیَى، تئَثشٍهیي، پبساصاً تَشاً  Bacillus subtilis CTB04ثی
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هقدهِ
ٍ   ( (methylxanthineّب صاًتیيهتیل گشٍّی اص تشویجبت آلی

ی( ّؼتٌذ وِ داسای ػبختبس دٍ علمِ سیٌ ای )هـبثِ ثبصّبی پَ
ذ. اػضبی ّب لشاس گشفتِهتیل ًیض ثش سٍی ایي علمِ تؼذادی گشٍُ اً

ادُ ؿبهل وبفئیي   ، (theophylline)تئَفیلیي (،caffeine)ایي خبًَ

ثَشٍهیي ٍ صٌذ  (paraxanthine)، پبساصاًتیي (theobromine) تئ
تیيتشویت دیگش ّؼتٌذ وِ ّش یه اص هتیل ّب داسای اّویت صاً

طیؼت تىٌَلَ ّب پضؿىی خبكی اػت وِ ثبػج ؿذُ اػت وِ ثیَ
اَسُ ثِ هغبلؼِ ّبی رذیذ ثشای ی ایي تشویجبت ٍ ایزبد سٍؽّو



ِ عٌَاى يک بیَکبتبلیشٍر جديد  Bacillus subtilis CTB04جداسبسی   53/  سجبد عببببفٍ  هزاحن آضٌگزف                                                                              ٍ هعزفي آى ب

لیذ وبسآهذ آى -هتیلدی 1ٍ7(. پبساصاًتیي )1هٌذ ثبؿٌذ )ّب ػلالِتَ

لَیت هؼیش اكلی C7H8N4O2بیی صاًتیي( ثب فشهَل ؿیوی تشیي هتبث
ؼبى اػت ثِ عَسی وِ  لیؼن وبفئیي دس اً دسكذ وبفئیي دس  80وبتبثَ

(. ایي تشویت اص لغبػ ػبختبسی 2ؿَد )وجذ ثِ پبساصاًتیي تزضیِ هی
ذ وبفئیي یه هغشن ػیؼتن ػلجی اػت.  دُ ٍ هبًٌ ؿجیِ وبفئیي ثَ

لَیذ ًوی تیي دس گیبّبى ت اَى یىی اص ؿَد ٍ فمظ پبساصاً ثِ ػٌ
تیي عذٍاػظ اًبت دیذُ ؿذُ اػت. پبساصاً ّبی هؼیش وبفئیي دس عیَ

ؿذُ ٍ اص ایي ( Leukotrienes)ّب دس ثذى ثبػج هْبس ػٌتض لىَتشیي
 وٌذّبی التْبثی ٍ ّوضٌیي ایوٌی راتی سا ػشوَة هیعشیك ٍاوٌؾ

ّبی ػول پبساصاًتیي ػولىشد آًتبگًَیؼتی آى (. یىی اص هىبًیضم3)
صیي اػت ٍ ّوضٌیي ایي تشویت ثب هْبس آًضین ثشای گیشًذُ ّبی آدًَ

لَی هی cAMPاػتشاص ثبػج افضایؾ غلظت فؼفَدی ؿَد دسٍى ػل
ؼبى ایٌىِ پبساصاًتیي ػوذُ ثب ٍرَد(. 1) لیت وبفئیي دس اً تشیي هتبثَ

ذُ اػت. یىی  لٍی تَرِ صیبدی دس تغمیمبت ػلوی ثِ آى ًـ اػت 
تاص ٍیظگی صایی آى اػت ثِ عَسی وِ یي ػولىشد اًشطیّبی پبساصاً

ؿَد. ثبػج افضایؾ غلظت اػیذّبی صشة هَرَد دس پلاػوب هی
تیي ّوضٌیي ثب تغشیه فؼبلیت پوپ ػذین/پتبػین ثبػج  پبساصاً

ى (. 4ؿَد )ی اػىلتی هیّبی ولؼین ثِ ثبفت هبّیضِاًتمبل یَ
ثَشٍهیي )  C7H8N4O2صاًتیي( ثب فشهَل ؿیویبیی هتیلدی 7ٍ  3تئ

ئَیذ اػت وِ هٌجغ اكلی آى گیبُ وبوبئَ هی ثبؿذ ٍلی ثِ یه آلىبل
هیضاى ووتشی دس صبی ٍ عتی تَت ّن ٍرَد داسد. ایي تشویت 

ادُ ٍرض تیي ی هتیلخبًَ ذی ؿذُ ٍ فمظ یه گشٍُ ّب عجمِصاً ثٌ
ثَشٍهیي ثش سٍی ػیؼتن  هتیل ًؼجت ثِ وبفئیي ووتش داسد. احشات تئ

ذوی ضؼیفػلجی اًؼبى هـبثِ  لٍی اً تش اػت. ػٌتض ثب وبفئیي 
ثَشٍهیي ثب هتیلاػیَى صاًتَصیي تَػظ یه آًضین هتیل تشاًؼفشاص تئ

ًیي دسیبفت -sگیشد وِ گشٍُ هتیل سا اص كَست هی آدًَصیل هتیَ
ثشٍهیي وِ ثبػج ؿذُ ایي هی وٌذ. یىی اص هْوتشیي وبسثشدّبی تئَ

طیه ثِ یه هغل لَ ذّبی ثیَتىٌَ َل ّذف تشویت دس فشآیٌ
یٍی آى اػت. هغبلؼبت ًـبى  ثباسصؽ تجذیل ؿَد، احشات هخجت داس

اى یه تشویت ادساس آٍس ٍ هغشن هی دّذ تئَثشٍهیي ثِ ػٌَ
ػضلات للجی ػول وشدُ ٍ دس دسهبى پشٍػتبت هَسد اػتفبدُ لشاس 

ثٍیؼیي 5گیشد )هی ثَشٍهیي اص دفغ داسٍی دٍوؼَس (. تئ
(doxorubicin)  ُتَػظ ػلَل ّبی تَهَسی هوبًؼت ثِ ػول آٍسد

ّبی وِ دس ًتیزِ ایي ػولىشد غلظت داسٍی هزوَس دس ػلَل
هَسی ایي داسٍ  تَهَسی افضایؾ یبفتِ ٍ ثذیي تشتیت تبحیش ضذ تَ

ثشٍهیي6یبثذ )افضایؾ هی  ؿشائیي، تللت دسهبى ّوضٌیي دس (. تئَ
 (.7)گیشد  هی لشاس اػتفبدُ هَسد ػشفِ خَى ٍ فـبس للجی، آًظیي

ئَیذ تزبسی هْن اػت هتیلتشی 1ٍ3ٍ7وبفئیي ) صاًتیي( یه آلىبل
اَدُ C8H10N4O2وِ ثب فشهَل ؿیویبیی  ئیذّبی ثِ خبً ی آلىبلَ

لیذ هی ػظ گیبّبى تَ ًَذ تؼلك داسد )پَسیٌی وِ تَ (. عضَس 8ؿ
ذ ثش سٍی عبكلخیضی خبن احش ثگزاسد صیشا وبفئیي دس خبن هی اًَ ت

اًَِ صًی  بّی عبٍی پؼآة وٌذ.ٍ سٍیؾ ثزسّب رلَگیشی هیاص ر
ذ ٍ هتؼبلجّبی هزبٍس ساُ هیوبفئیي اغلت ثِ آة ثبػج افضایؾ  بًیبثٌ

ًَذ. ثٌبثشایي ّبی ػغغی ٍ صیش صهیٌی هیغلظت وبفئیي دس آة ؿ
ّب ٍ خبن اص ایي ػوَم، عزف وبفئیي اص ایي ثشای سّبیی آة

ّبی لَُْ پشداصؽ صثبلِی ثؼیبس ضشٍسی دس پؼوبًذُ ّب یه هشعلِ

ی لَُْ اص ػَی (. عزف وبفئیي اص پَػت ٍ تفبل9ٍِ صبی اػت )
صیشا ایي هغلَلات ػشؿبس اص پشٍتئیي ٍ  ،دیگشی ًیض ثباسصؽ اػت

ّیذسات هی ّب ثبػج افضایؾ ثبؿٌذ ٍ عزف وبفئیي اص آىوشثَ
اى اص آىّب ؿذُ ٍ هَرت هیوبسایی آى اى ؿَد وِ ثتَ ّب ثِ ػٌَ
اَى یه ػَثؼتشای هٌبػت ٍ اسصاى خَسان دا م، ّوضٌیي ثِ ػٌ

ل، آًضین لیذ اتبًَ ّب ٍ اػیذّبی آلی اػتفبدُ وشد. لیوت ثشای تَ
اص عشیك اًَاػی اص  - ّبعضَس وبفئیي دس سطین غزایی اًؼبى

طیه  - داسّب ٍ هغلَلات وبفئیيًَؿیذًی لَ داسای احشات فیضیَ
ؼبىصیبى دُ ٍ ػلاهت اً ذیثبسی ثَ لضٍم  ثٌبثشایيوٌذ. ذ هیّب سا تْ

(. ػلاٍُ ثش 11ٍ  10عزف صیؼتی وبفئیي وبهلا ضشٍسی اػت )
اٍسگبًیؼن ذ عزف صیؼتی وبفئیي تَػظ هیىش اَى پب سا ّب، هیفشآیٌ ت

اَى وشد وِ ػَیِ ثٍی ٍرَد یه لذم رلَتش ًْبد ٍ ػٌ ّبی هیىش
ذ وبفئیي )ثب اسصؽ داسًذ وِ ثِ دلیل هغتَی آًضیوی هٌبػت هی اًٌَ ت

زبم ٍاوٌؾ تجذیلی ثِ گشٍّی اص ّبی صیؼتالتلبدی پبییي( سا ثب اً
تیي )داسای اسصؽ  تشویجبت هـبثِ یؼٌی تئَفیلیي، تئَثشٍهیي ٍ پبساصاً
التلبدی ثبلا ٍ وبسثشدّبی هختلف( تجذیل وٌٌذ. اػتفبدُ اص 

اٍسگبًیؼن اَد غزایی هیىش ّب ثِ هٌظَس عزف وبفئیي اص هغیظ ٍ ه
اًَداس هیوبفئیي ذ ثؼیبسی اص هـىلات دسهبًی ٍ صیؼت هغیغی ت

ًبؿی اص عضَس ثیؾ اص عذ وبفئیي سا هشتفغ ػبصد ٍ ثب كشف 
ّبی ػٌتی ایي تشویت سا ی ثؼیبس ووتشی ًؼجت ثِ سٍؽّضیٌِ

اٍسگبًیؼن ّب دس  تزضیِ وٌذ. ّوضٌیي اػتفبدُ اص هیىش
تیي هی ثشٍهیي ٍ پبساصاً ذ ثیَتشاًؼفَسهبػیَى وبفئیي ثِ تئَ اً تَ

اسصؽ ثِ تشویت ؼیشی ایوي ٍ اسصاى ثشای تجذیل یه تشویت ون ه
ی وبفئیي دس ثبصاس ی ثبلا ثبؿذ. لیوت توبم ؿذُثب اسصؽ افضٍدُ

تیي اػت. دس  ثَشٍهیي ٍ پبساصاً ذ تئ ثؼیبس پبییي تش اص تشویجبتی هبًٌ
ذ  ػبصد تب ایي اهىبى سا فشآّن هیثیَتشاًؼفَسهبػیَى ٍالغ فشآیٌ

ثبلاتش تجذیل وشد وِ ایي اهش  ی یجبتی ثباسصؽ افضٍدُوبفئیي سا ثِ تشو
یَیهی ذ اص لغبػ التلبدی كشفِ ر اًَ ّبیی سا ثِ دًجبل داؿتِ ت

ثبؿذ. دس ایي پظٍّؾ رذاػبصی ٍ ؿٌبػبیی ػَیِ ّبی ثبوتشی 
اَى ثبلمَُ ی تزضیِ وٌٌذُ تجذیل صیؼتی ػَثؼتشای ی  وبفئیي ثب ت

تیي ّبی ثباسصؽ هبً ثشٍهیي ٍ پبساصاًتیي وبفئیي ثِ هتیل صاً ٌذ تئَ
هَسد  (resting cells) تغت ؿشایظ ػلَل ّبی دس عبل اػتشاعت
لٍیي ثبس  اى ثبلمَهغبلؼِ لشاس گشفتِ اػت ٍ ثشای ا یَِ یُ تَ  ی ػ

هی غشثبلگشی ؿذُ اَى یه  Bacillus subtilis CTB04 ی ثَ ثِ ػٌ
ثیَوبتبلیضٍس رذیذ ثشای ػٌتض صیؼتی پبساصاًتیي ٍ تئَثشٍهیي اص 

ثَؼتشای وبفئیي گضاسؽ ؿذ.   ػ
 

 ّب هَاد ٍ رٍش
 هَاد ضیویبيي 

فیلیي ثب خلَف ثبلای  ثَشٍهیي ٍ تئَ ٍ  99وبفئیي، تئ دسكذ 
تًیي ثب خلَف ثبلای  آلذسیش  -دسكذ اص ؿشوت ػیگوب 98پبساصا

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  ِ ل ثب دسر خشیذاسی ؿذ. هتبًَ
ِ  HPLCخلَف ثؼیبس ثبلا هخلَف دػتگبُ  ی اص ؿشوت هشن تْ

گشافی كفغبت (.E.Merck, Darmstadt, Germany)ؿذ   وشٍهبتَ
هی (TLC)ًبصن  لایِ هیٌیَ اص  60F254 ػیلیىبطل حبثت فبص ثب آلَ

اٍوٌؾ  هشن ؿشوت اَد اػتفبدُ ؿذُ دس  یِ ؿذ. اغلت ه آلوبى تْ
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( Cinnagen company, Iran) صًزیشُ ای پلیوشآص اص ؿشوت ػیٌبطى
دًذ. ُ ؿذُ ثب دسرِ خلَف ثبلا ثَ اَد ؿیویبیی اػتفبد یِ ؿذ. ػبیش ه  تْ

 
 جوع آٍری ًوًَِ ّب ٍ تكٌیک غٌي سبسی 

ًَِثب تَرِ ثِ ّذف پظٍّؾ هٌبػت گیشی تشیي هىبى ثشای ًو
د وِ ّبی صیش وـت صبی دس اػتبىخبن  ثشای ایيّبی ؿوبلی ثَ

آٍسی ؿذ. ثشای ّبیی روغهضسػِ وـت صبی ًوًَِ 15هٌظَس اص 
یَِ ع دسػ ثٍی هَسد هغبلؼِ، اص سٍدخبًِافضایؾ تٌَ ّبی ّبی هیىش

ذ وبسٍى ٍ ّوضٌیي ثشخی صـوِ ة وـَس هبًٌ ّبی دسهبًی رٌَ
ًَِ ل آهذ. خبن هؼبدى ًمشُ ٍ آّي گیشی ثِ ػواػتبى وشدػتبى ًو

ّبی ّذف دس ؿْشػتبى لشٍُ )اػتبى وشدػتبى( یىی دیگش اص هغل
ًَِثِ هٌظَس ًوًَِ د. ًو ّبی خبوی دس ّبی آثی ٍ ًوًَِگیشی ثَ

ًَی اص ًوًَِاػتشیل روغ ّبی ظشف -آٍسی ؿذ. اثتذا ػَػپبًؼی

گشم ٍ ًوًَِ ّبی  1ّبی خبن ّبی روغ آٍسی ؿذُ )ثشای ًوًَِ
لیتش آة همغش اػتشیل هیلی 90ّبی عبٍی لیتش( دس اسليهیلی 10آة 

-فَق ثِ اسليهیىشٍثی دسكذ اص ػَػپبًؼیَى  1تْیِ ؿذ. ػپغ 

M9 (12 )لیتش اص هغیظ ًوىی هیلی 25لیتشی عبٍی هیلی 125ّبی 
ب غلظت هـخلی اص وبفئیي ) اى  5/2وِ ثِ آًْ گشم دس لیتش( ثِ ػٌَ

ّبی تٌْب هٌجغ وشثي ٍ ًیتشٍطى، پغ اص اػتشیل وشدى اص عشیك پبلایِ
س ثب لغش ػَساػ غـبیی هیلی د،  22/0پَ ًٍی افضٍدُ ؿذُ ثَ هیىش

الی دس ایي  اػتفبدُ ؿذ. پغ اص غٌی ػبصی ٍ صٌذیي ثبس پبػبط هتَ
-ّبی لبدس ثِ سؿذ ثش سٍی وبفئیي ثبلی هیب ثبوتشیّب، تٌْهغیظ

ذ. هغیظ  ّبی هزوَس دس دهبی هغیظ ثش سٍی ؿیىش ثب دٍس هبًٌ

rpm150  ىَثِ ؿذًذ. اص پبػبطّبی ًْبیی ثِ هیضاى هیىشٍلیتش  200اً
گشم دس لیتش وبفئیي  5/2ّبی ًوىی آگبسداس عبٍی سٍی هغیظ

-دسرِ ػبًتی 28ػبػت دس دهبی  48تب  24پخؾ ؿذُ ٍ ثِ هذت 

ىَثِ ؿذًذ. ثؼذ اص  ّبیی وِ داسای ػبػت ػَیِ 48تب  24گشاد اً
دًذ ًـبًِ طی هختلف ثَ -گزاسی ؿذًذ. ّشوذام اص ػَیِهَسفَلَ

دًذ ثِ پلیت رذاگبًِ ی ّبیی وِ دس هشعلِ لجل هـخق ؿذُ ثَ
اًتمبل یبفتِ ٍ ثِ كَست خغی وـت دادُ ؿذ تب ثب سػیذى ثِ ولٌی 

ّبی هـىَن اعویٌبى عبكل ؿَد. ػَیِته اص خلَف آى 
 صٌذیي هشتجِ پبػبط دادُ ؿذًذ. 

 
جداسبسی سَيِ ّبی ببکتزی بب قببلیت تبديل سيستي 

 کبفئیي بِ تئَبزٍهیي ٍ پبراساًتیي 
یَِ هی رذا ؿذُ دس ایي لؼوت اص پظٍّؾ، اص ػ ّبی ثبوتشی ثَ

لٍیِ ثب اػتفبدُ اص دس عی هشاعل غٌی ػبصی اػتفبدُ ؿذ. غشثبلگشی ا
ػیلِ یه سٍؽ دٍ هشعلTLCِتىٌیه  زبم ؿذ ، ثَ ای غشثبلگشی، اً

ّبی ثبوتشی رذا ؿذُ دس هغیظ (. دس سٍؽ هزوَس اثتذا ػَی13ِ)
 3g/l beef extract, 5g/l peptone, 5g/l NaCl, pH)ًَتشیٌت ثشاث 

ػَثؼتشای وبفئیي  ػبػت وـت دادُ ؿذًذ. ػپغ 24ثِ هذت  (7
گشم دس لیتش، پغ اص فیلتشاػیَى اص عشیك  5/2دس غلظت ًْبیی 

هیىشًٍی، ثِ هغیظ افضٍدُ ؿذ.  22/0ّبی غـبیی هیلی پَس پبلایِ
ى هغبلؼبت  تشاًؼفَسهبػیَ ثش سٍی گشاد دسرِ ػبًتی 28دس دهبی ثیَ

ػبػت  72پغ اص عی ؿذ. ثشسػی  rpm150 ؿیىش ثب دٍس 
ى اضبفی ىَثبػیَ . دس تٌذفلشاس گش TLC ویفی ّب هَسد آًبلیضًوًَِ اً

ّبی علال (mobile phase)، ثشای تؼییي فبص هتغشن TLCسٍؽ 
ل، آة، فشهیه اػیذ،  ل، هتبًَ ل، اتبًَ تبًَ ذ )ثَ هتؼذدی هبًٌ

ّبی هختلف ٍ ثِ ّگضاى،اػتیه اػیذ ٍ اتیل اػتبت( ثب ًؼجت
بیت تشویت ّبی هتفبٍتی ثب یىذیگش تشویت ؿذًذ وِ دس ًْكَست

ل، اػتیه اػیذ، آة ثب ًؼجت  تبًَ اى هٌبػت 1: 1: 4ثَ تشیي ثِ ػٌَ
تیي ّبی اػتبًذاسد ؿٌبختِ  ػیؼتن علالی ثشای رذاػبصی هتیل صاً

ثِ  Rf (Retention factor) شؿذ. ثشاػبع ًتبیذ ثذػت آهذُ، همبدی
تشویت وبفئیي، تئَفیلیي، تئَثشٍهیي ٍ پبساصاًتیي  4دػت آهذُ ثشای 

دًذ.  53/0ٍ  46/0، 65/0، 53/0ثِ تشتیت   ثَ
 

 CTB04ببکتزی  ی  ضٌبسبيي فٌَتیپي ٍ فیلَصًیكي سَيِ

بًلیض  CTB04ثبوتشی ی ػَیِ لبثلیت صیؼت  TLC وِ ثشاػبع آ
تیي سا دس ثیي  یَِتجذیلی وبفئیي ثِ تئَثشٍهیي ٍ پبساصاً ثبوتشی  ّبیػ

تیپی ٍ اًتخبة ٍ  ،رذاػبصی ؿذُ داؿت هَسد ؿٌبػبیی فٌَ
لَىَلی لشاس  یَِ. گشفته لیِ ػ ثب آصهبیؾ  CTB04 ی ؿٌبػبیی اٍ

تیپی ّبی  آهیضی گشم، ثشسػی ًظیش ثشسػی ؿىل ولٌی، سًگفٌَ
لَیذ اػپَس، ؿىل هیىشٍػىَپی  اًبیی ت ثبوتشی، عشوت ثبوتشی، تَ

لیذ وبتبلاص ٍ اوؼیذاص، ّیذسٍلیض طلاتیي ، هلشف اعیبی ًیتشات ،تَ
سالؼول ػیتشات ٍ ّیذسٍلیض اٍسُ   Simbert and Kriegعجك دػتَ

یَِ ی  DNAاػتخشاد ( ػٌزیذُ ؿذ. 14) هی ػ ثب  CTB04 ی طًَ
ى  DNA اػتفبدُ اص ویت اػتخشاد   Mi-bacterial)ؿشوت هتبثیَ

Genomic DNA Isolation Kit mi-BD 100)  سالؼول عجك دػتَ
زبم ؿذ.  یَِ 16S rDNAتىخیش لغؼِ طًَهی ؿشوت ػبصًذُ اً  ی ػ

CTB04 ِ8گبًی ثب اػتفبدُ اص پشایوشّبی ّوF (5ʹ-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ ) ٍ1541R (5ʹ-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3ʹ)  ط ثِ ول وِ هشثَ
 (.15ؿذ )اػت، اًزبم  E. coliثبوتشی  16S rDNA تشادف طًی

ٍ  Ashengrophعجك سٍؽ  16S rRNAهغلَل تىخیشی طى 
ثشای تؼییي  PCR(. هغلَل خبلق 16ّوىبساى ؿٌبػبیی ؿذ )

ثَی اَلی ثِ ووپبًی هبوشٍطى وشُ رٌ  (Macrogen, Seoul, Korea) ت
اَلی ّب اص ثشًبهِ ٍ  Finch TVّبی اسػبل گشدیذ. ثشای ؿٌبػبیی ت

BioEdit (17الی  BLASTّب اص ثشًبهِ ( ٍ ثشای ثشسػی ٍ آًبلیض تَ
اػتفبدُ ؿذ. دس ًْبیت دسخت فیلَطًیىی ثب اػتفبدُ اص هذل 

Kimura-2 Parameters تشیي ّوؼبیِ ثب الگَسیتن ًضدیه
(Neighbor-Joining method)  ثِ ووه ًشم افضاس ٍMEGA 4 

 (.18تشػین ٍ تفؼیش گشدیذ )
 

ِ سلَل   CTB04ببکتزی  ی در حبل استزاحت سَيِ ّبیتْی

ثبوتشی  ی ّبی دس عبل اػتشاعت ػَیِثِ هٌغَس تْیِ ػلَل
CTB04 ِتشیٌت ثشاث تب سػیذى ث ؛ ػلَل ّب اثتذا دس هغیظ ًَ

بی فبص سؿذ لگبسیتوی سؿذ دادُ ؿذًذ. ػپغ ثب اػتفبدُ اص  اًتْ
ط یخضبلی ) گشاد( دسرِ ػبًتی 4دلیمِ،  20، دٍس 3000ػبًتشیفیَ

 4.2mM)ثشداؿت ٍ پغ اص ؿؼتـَ دس ثبفش فؼفبت ًوىی 

Na2HPO4, 2.2 mM KH2PO4 and 9 mM NaCl, pH 7،) 
ّبی ثشداؿت ؿذُ ٍ دس هغبلؼبت صیؼت تجذیلی ثب اػتفبدُ اص ػلَل

دسرِ  28گشم دس لیتش دس هغیظ ثبفشی هزوَس دس دهبی  5/2عضَس 



ِ عٌَاى يک بیَکبتبلیشٍر جديد  Bacillus subtilis CTB04جداسبسی   51/  سجبد عببببفٍ  هزاحن آضٌگزف                                                                              ٍ هعزفي آى ب

ّب دس (. ًو16ًَِاًزبم گشفت ) rpm150گشاد ٍ دٍس ؿیىش ػبًتی
 لشاس گشفتٌذ.   HPLCفَاكل صهبًی هختلف هَسد آًبلیض ووی 

 
ب بب استفبدُ اس  تیيّ   HPLCسٌجص کبفئیي ٍ ديگز هتیل ساً

 ووی هیضاى وبفئیي، تئَفیلیي، تئَثشٍهیي ٍ پبساصاًتیي ثب ػٌزؾ
 ثِ هزْض ثبلا، ػولىشد ثب هبیغ وشٍهبتَگشافی دػتگبُ اص اػتفبدُ

زبم UV رزة آؿىبسػبص  ًَع ػتَى اص HPLC دػتگبُ دس. ؿذ اً
C18 (ُذاص  ٍ ػبًتیوتش 25 عَل ثِ( هیىشٍى 5 حبثت فبص رسات لغش اً
 گشفتِ وبس ثِ هتغشن فبص ًَع. ؿذ اػتفبدُ هتش هیلی 6/4 داخلی لغش
د 20هخلَط  ؿذُ ل دس آة ثَ  وِ دسكذ )عزوی/عزوی( هتبًَ

ى سٍی دلیمِ دس لیتش هیلی 1 ػشػت ثب ایضٍوشاتیه كَست ثِ  ػتَ
 تضسیك عزن ٍ ًبًَهتش 278 ؿذُ اػتفبدُ هَد عَل. ؿذ فشػتبدُ

لٍیتش 20 ؿذُ د هیىش زبم اتبق دهبی دس آصهبیؾ هشاعل ّوِ. ثَ  اً
تغت ؿشایظ وشٍهبتَگشافی روش ؿذُ، صهبى ّبی ثبصداسی  .گشفت
ثَشٍهیيثشای  ثِ  وبفئیي تئَفیلیي ٍ، پبساصاًتیي، اػتبًذاسدّبی تئ

 . ثذػت آهذدلیمِ  1/12ٍ  5/9، 4/8، 9/5  تشتیت دس صهبى ّبی
 

 يبفتِ ّب
اَى ببلقَُ تبديل  ی غٌي سبسی ٍ جداسبسی سَيِ ّبی ببکتزی بب ت

تیي  ّبی ببارسش سيستي کبفئیي بِ هتیل ساً
ّبی ببکتزی بَهي بب قببلیت تجشيِ کٌٌدگي کبفئیي جداسبسی سَيِ

اَى  ِ عٌ ُ اس کبفئیي ب  تٌْب هٌبع کزبي ٍ است()استفبد
یَِ لیذ صیؼتی هتیل گبم ًخؼت دس اًتخبة ػ ّبی ثشتش ثشای تَ

تیي اص ػَثؼتشای اسصاى صاًتیي ثشٍهیي ٍ پبساصاً ذ تئَ ّبی ثباسصؽ هبًٌ
بت غشثبلگشی  لیوت وبفئیي اػت. دس ایي ساػتب دس یىؼشی آصهبیـ

اَى ثبلمَُ 21 یَِ ثبوتشی ثب ت تزضیِ وٌٌذگی وبفئیي ثشاػبع  ی ػ
ػبصی رذا ػبصی ؿذًذ. لبثلیت صیؼت تجذیلی وبفئیي تىٌیه غٌی

ثَشٍهیي دس توبم ایي ػَیِ   TLC ویفیّب ثب اػتفبدُ اص آًبلیض ثِ تئ
یَِ ّبی رذاػبصی ؿذُ، هَسد ثشسػی لشاس گشفت. دس ثیي ػ

ثَشٍهیي سا ًـبى داد.  CTB04 ی ػَیِ لیذ تئ ثبلاتشیي هیضاى تَ
یَِ ی ػَیِ اَى ػ زبم هغبلؼبت فٌَتیپی  ی هزوَس ثِ ػٌ ثشتش رْت اً

لَی ثشگضیذُ ؿذ.   ٍ هَلى
 

 CTB04ببکتزی  ی ضٌبسبيي سَيِ

 TLC  ٍHPLCوِ ثشاػبع آًبلیضّبی  CTB04ثبوتشی  ی ػَیِ
د،  صیؼت تجذیلی وبفئیي ثِ تئَثشٍهیي ٍ پبساصاًتیيلبثلیت  سا داسا ثَ

لَی هَسد ّبی اًتخبة ٍ ثشاػبع ٍیظگی طیه ٍ هَلى هَسفَلَ
هزوَس گشم هخجت، اوؼیذاص ٍ وبتبلاص  ی ؿٌبػبیی لشاس گشفت. ػَیِ

ذٍػپَس  لیؼوی َّاصی ٍ داسای لبثلیت تـىیل اً هخجت، اص ًظش هتبثَ
یَِ اص آة د. ایي ػ ّبی عجیؼی ثب خبكیت دسهبًی رذاػبصی ؿذُ ثَ

د. رْت ؿٌبػبیی دلیك ػَیِ هی  ی  DNA، اثتذا CTB04 ی ثَ طًَ
عشیك پشایوشّبی  rDNA 16Sاػتخشاد ٍ ػپغ طى وذ وٌٌذُ 

سػبل  ًیَ لشاس گشفت )ؿىل  PCRهَسد ٍاوٌؾ  8F  ٍ1541Rیَ
 PCR. ّوبًگًَِ وِ دس ؿىل لبثل هـبّذُ هی ثبؿذ هغلَل (1

گش خلَف  pb 1500هٌبػت دس ًبعیِ   ی  DNA ًوبیبى ؿذُ وِ ثیبً
اَلی هی  ثبؿذ. هَسد اػتفبدُ رْت تؼییي ت

 
 
 
 
 
 
 
 

: هبسوش CTB04 .1ػَیِ  PCRطل الىتشٍفَسص هغلَل  تلَیش :1شکل 
 : وٌتشل هٌفی3: ػَیِ ثبوتشی ٍ 2هَلىَلی، 

 
اَلی طى  یَِ 16S rRNAپغ اص هـخق ؿذى ت شا CTB04 ی ػ ، آً

تشی  ٍ ػپغ ثب اػتفبدُ اص  ینلشاس داد BLASTدس ثشًبهِ وبهپیَ
ثبوتشی هَسد ًظش ؿٌبػبیی ؿذ. ثشاػبع ًتبیذ  NCBIػبیت 

یَِ  -دسكذی ثب ػَیِ 99هـبثْت داسای عبكل اص ثلاػت ایي ػ

اَلی ؿٌبختِ ؿذُ هی Bacillus subtilisّبی  ثبؿذ. ثؼذ اص تؼییي ت
یَِ 16S rRNAطى  ثب  GenBank، ایي طى دس CTB04ثبوتشی  ی ػ

حجت ؿذ. دس  KF414530 (Accession number) دػتشػیؿوبسُ 
الی طى  اداهِ ثب تشػین دسختضِ فیلَطًی وِ ثش اػبع آًبلیضّبی تَ

16S rRNA  ثِ سٍؽneighbor-joining  ،ثذػت آهذُ اػت
یَِ ًـبى  Bacillusدس ثیي گًَِ ّبی رٌغ  CTB04ی هَلؼیت ػ

اػت. ثش اػبع ًتبیذ ثذػت آهذُ اص دسخت فیلَطًی، دادُ ؿذُ 
اَى ػَیِ  B. subtilis strain CTB04ی رذا ؿذُ تغت ػٌ

خیق دادُ ؿذ )ؿىل   (. 2تـ

 
بی در حبل استزاحت سَيِ ی بَهي  استفبدُ اس سلَلّ 

B. subtilis strain CTB04  ِدر تبديل سيستي کبفئیي ب
 پبراساًتیي ٍ تئَبزٍهیي

ى وبفئیي ثب اػتفبدُ اص ػلَل ؼفَسهبػیَ تشاً -دس ایي تغمیك ثیَ

هَسد ثشسػی لشاس  B. subtilis CTB04ّبی دس عبل اػتشاعت 
تشیٌت گشفت. ثشای ایي هٌظَس اثتذا ػلَل ّبی ثبوتشی دس هغیظ ًَ

بی فبص سؿذ لگبسیتوی سؿذ دادُ ؿذًذ  ثشاث تب سػیذى ثِ اًتْ
ب ٍ ؿؼتـَی آًْب دس هغیظ ام 24 )ػبػت (. پغ اص ثشداؿت ػلَلْ

ّبی دس عبل اػتشاعت ثشداؿت ؿذُ دس اًتْبی ثبفشی، اص ایي ػلَل
دس لیتش  گشم 5/2سؿذ لگبسیتوی دس هغیظ ثبفشی عبٍی فبص 

اَى ثیَوبتبلیضٍس ثشای هغبلؼبت  ثَؼتشای وبفئیي، ثِ ػٌ ػ
لیت -ثیَتشاًؼفَسهبػیَى وبفئیي اػتفبدُ ؿذ. ثب ّذف ؿٌبػبیی هتبثَ

ى وبفئیي، آًبلیضّبی  تشاًؼفَسهبػیَ  TLCّبی اكلی عبكل اص ثیَ
ًَِ وِ دس ؿىل ) HPLCو ( I   ٍIIّبیلؼوت 3اًزبم ؿذ. ّوبًگ

ػیلِ ػَیِ هـبّذُ هی تشاًؼفَسهبػیَى وبفئیي ثَ ؿَد دس عی ثیَ
لیتدٍ ، هزوَس خیق  هتبثَ ثَشٍهیي تـ اكلی ؿبهل پبساصاًتیي ٍ تئ

ثَؼتشای  5/2ّبی وٌتشل )عبٍی دادُ ؿذ. دس وـت گشم دس لیتش ػ
لیت ذُ اػت وِ وبفئیي ثذٍى تلمیظ ثبوتشی( ایي هتبثَ ّب ظبّش ًـ

دّذ وبفئیي لبثلیت تجذیل ؿذى دس ؿشایظ غیشصیؼتی سا ًـبى هی
 (.3ًذاسد )ؿىل 
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 . neighbor-joingثب اػتفبدُ اص سٍؽ  CTB04دسختضِ فیلَطًی ػَیِ ثبوتشی : 2شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ّبی دس عبل ػبػت ٍاوٌؾ ثیَتشاًؼفَسهبػیَى ػَثؼتشای وبفئیي ثَػیلِ ػلَل 72( پغ اص I I) TLC (I) ٍHPLCّبی عبكل اص وشٍهبتَگشام :3شکل 
: Co: تئَثشٍهیي اػتبًذاسد، S: پبساصاًتیي اػتبًذاسد، D: تئَثشٍهیي اػتبًذاسد، C: تئَفیلیي اػتبًذاسد، B: وبفئیي اػتبًذاسد، B. subtilis CTB04 .Aاػتشاعت 

  (.CTB04هغیظ وٌتشل )عبٍی ػَثؼتشای وبفئیي ٍ ثذٍى تلمیظ ػَیِ ثبوتشی 

 Bacillus horikoshii DSM8719 (X76443) 

 Bacillus halmapalus DSM8723 (X76447) 

 Bacillus cohnii DSM6307 (X76437) 

 Bacillus cereus ATCC14579 (AE016877) 

 Bacillus thuringiensis ATCC10792 (AF290545) 

 Brevibacterium frigoritolerans DSM8801 (GU252128) 

 Bacillus simplex DSM1321 (AJ439078) 

 Bacillus marisflavi DSM16204 (AF483624) 

 Bacillus firmus ATCC14575 (D16268) 

 Bacillus acidicola DSM14745 (AF547209) 

 Bacillus sporothermodurans DSM10599 (U49078) 

 Bacillus pumilus DSM27 (AY456263) 

 Bacillus safensis DSM19292 (AB681259) 

 Bacillus altitudinis DSM21631 (AJ831842) 

 Bacillus licheniformis DSM13 (EF433410) 

 Bacillus sonorensis DSM13779 (AB681416) 

 Bacillus atrophaeus ATCC49337 (AB021181) 

 Bacillus amyloliquefaciens ATCC23350 (AB325583) 

 
 Strain CTB04 (KF414530) 

 Bacillus subtilis subsp. subtilis DSM10 (AJ276351) 

 Brevibacterium halotolrans DSM8802 (AM747812) 

 Bacillus cellulosilyticus DSM 2522 (CP002394) 

 Bacillus halodurans DSM497 (AJ302709) 

 Bacillus halodurans ATCC27557 (AJ302709) 

 Bacillus pseudofirmus DSM8715 (X76439) 

 Bacillus pseudalcaliphilus DSM8725 (X76449( 
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ِ عٌَاى يک بیَکبتبلیشٍر جديد  Bacillus subtilis CTB04جداسبسی   32/  سجبد عببببفٍ  هزاحن آضٌگزف                                                                              ٍ هعزفي آى ب

 
 

ثَؼتشای وبفئیي  :4شکل  ى ػ ؼفَسهبػیَ تَشاً  ±1ًتبیذ اسائِ ؿذُ هیبًگیي ػِ ثبس آصهبیؾٍ  ثبس. B. subtilis strain CTB04ثَػیلِ ػلَل ّبی دس عبل اػتشاعت ثی
غشاف هؼیبس اػت.  هؼشف اً

 
ًَِ وِ دس ؿىل   96اص گزؿت ؿَد پغ هـبّذُ هی (4)ّوبًگ

ذ ثیَتشاًؼفَسهبػیَى ػَثؼتشای وبفئیي ثِ  ػبػت اص ؿشٍع فشآیٌ
یَِ ػیلِ ػ ى ثَ تشاًؼفٍَسهبػیَ  ی عَس وبهل اص هخلَط ٍاوٌؾ ثیَ

CTB04 ّبی دس عبل اػتشاعت ایي عزف ؿذُ اػت. ػلَل
ثَؼتشای وبفئیي  گشم 5/2تجذیل ػَیِ پتبًؼیل  ِ سا ثدس لیتش اص ػ

ذهبى هَلی پبساصاًتیي دس لیتش گشم  35/1  66/0دسكذ( ٍ  2/58)ساً
ثشٍهیي گشم دس لیتش  ذهبى هَلی تئَ دسكذ( سا پغ اص  4/28)ساً

-داسا هی تشاًؼفَسهبػیَىػبػت اص ؿشٍع ٍاوٌؾ ثیَ 96گزؿت 

ذهبىثبؿٌذ ّبی هَلی عبكل اص ساثغِ صیش تخویي صدُ ؿذُ . ساً
 اػت:

Molar yield (%) = g paraxanthine or theobromine 
produced × molecular weight of caffeine/ g caffeine 
added × molecular weight of paraxanthine or 
theobromine 

ى ثبػج وبّؾ دس غلظت  افضایؾ صهبى ٍاوٌؾ ثیَتشاًؼفَسهبػیَ
لَیضُ ؿذى  لیذی ؿذُ وِ ثِ ػجت هتبث تیي ٍ تئَثشٍهیي تَ پبساصاً

تیٌی دیگش اص  تشویجبت اخیش )دی هتیلاػیَى( ثِ تشویجبت هتیل صاً
تیي هی -7رولِ  تیي ٍ صاً  ثبؿذ. هتیل صاً

 
 بحث 

ش اهشٍصی اص گزؿتِ ّبی دٍس توبم اهىبًبت فىشی ٍ ػولی ثـ
ی رْبى گیشی اص اهىبًبت ثبلمَُخَد سا ثِ وبسگشفتِ اػت تب ثب ثْشُ

ذ ثِ ػَی صًذگی ساعت اًَ تش لذم ثشداؿتِ ٍ ػغظ ّؼتی ثت
ثٍشٍػت ثِ عذاللهـىلاتی سا وِ ثب آى ثشػبًذ. اهشٍصُ  ّب س

لیذ هیّبی صیؼتی صیبدی تَػظ هیىشٍاسگبًیؼنفشآٍسدُ ؿَد، ّب تَ
ّب ثِ تشویجبتی ثب اسصؽ ّب ٍ لبسستشویجبت ون اسصؽ تَػظ ثبوتشی

اَػتِافضٍدُ ّب دس ای وِ ٍرَد آىی ثبلا تجذیل ؿذُ ٍ تشویجبت ًبخ
اٍسگبًیؼن ًَذ.ّب عزف هیصًذگی اًؼبى هفیذ ًیؼت تَػظ هیىش  ؿ

یىی اص ایي تشویجبت ػوی وبفئیي اػت وِ دس تؼذادی اص 
ّبی  هغلَلات غزایی ٍ ّوضٌیي پؼوبًذّبی كٌؼتی وبسخبًِ

ػبصًذُ صبی ٍ لَُْ ٍرَد داسد. ایي تشویت دس وٌبس خَاف هفیذ، 
ثبؿذ وِ ضشٍست  صیؼت هی داسای هضشاتی ثشای ػلاهتی ٍ هغیظ

ّبی لَُْ  ی تفبلِعزف آى سا ثِ خَثی آؿىبس ػبختِ اػت. اص عشف
ذ ػبخت لَُْ دس وبسخبًِ ّبی كٌؼتی ػشؿبس اص  عبكل اص فشآیٌ

ّیذسات ذ وشثَ ثبؿٌذ وِ پغ اص  ّب هی ّب ٍ پشٍتئیي هٌبثغ غزایی هبًٌ
اَى خَسان دام سا وؼت عزف وبفئیي ، لبثلیت اػتفبدُ ثِ ػٌ

ذ هی ّبی هشػَم رْت عزف وبفئیي داسای  . سٍؽ(11ٍ  10) ًوبیٌ
اَى ثِ ًبػبصگبسی علال ثبؿٌذ وِ اص رولِ هی هیهؼبیجی  ّب ٍ  ت

دى هَاد ثِ وبس  تشویجبت ثِ وبس گشفتِ ؿذُ ثب هغیظ صیؼت، گشاى ثَ
دى ثشای وبفئیي وِ هٌزش ثِ عزف  سفتِ ٍ ّوضٌیي غیشاختلبكی ثَ

 گشدد، اؿبسُ ًوَد ػبیش تشویجبت هؼغش اص هغلَلات غزایی هی
بثشایي دس ػبل(19) غممبى ثِ دًجبل ؿٌبػبیی ّبی اخیش ه . ثٌ

ثٍی ثب لبثلیت عزف وبفئیي اص هغلَلات غزایی،  ػَیِ ّبی هیىش
ثبؿٌذ. اص عشف دیگش  ربت ػبصًذُ صبی ٍ لَُْ هی پؼوبًذ وبسخبًِ

ّب اص ضبیؼبت  دس هؼیش تزضیِ وبفئیي تَػظ هیىشٍاسگبًیؼن
ذ تفبلِ ّبی صبی ٍ لَُْ هغلَلات  وـبٍسصی ٍ كٌؼتی هبًٌ

ذ  لیذ هی پبساصاًتیي ٍ تئَثشٍهیيثباسصؿی هبًٌ گشدد وِ دس  ًیض تَ
ی داسًذ اً ایي تشویجبت ًؼجت  .كٌبیغ پضؿىی ٍ داسٍیی وبسثشد فشاٍ

ثبؿٌذ ٍ ثٌبثشایي اػتفبدُ اص  تش ٍ پشوبسثشدتش هی ثِ وبفئیي گشاى
اٍسگبًؼین اى  ی تزضیِ وٌٌذُ ی ّب هیىش وبتبلیضٍسّبی وبفئیي ثِ ػٌَ

هیىشٍثی ثیَتشاًؼفَسهبػیَى ص هٌظش صیؼتی هجتٌی ثش ؿیوی ػجض ا
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یٍی ثب اسصؽ افضٍدُ لیذ هغلَلات داس ثبلا ًیض عبئض  ی رْت تَ
اٍسگبًیؼن اّویت هی ّب ثبؿذ. اص آًزبیی وِ وبفئیي اػبػأ ثشای هیىش

یٍظگی .ػوی اػت لَیؼوی ٍ لزا ایي هَرَدات ثبیذ  ّبی هتبث
ذ و اًٌَ بفئیي سا ػیؼتن آًضیوی ثؼیبس وبسآهذی داؿتِ ثبؿٌذ تب ثت

لیؼن  اى هٌجغ اًشطی اػتفبدُ وٌٌذ. وبتبثَ ىٌٌذ ٍ اص آى ثِ ػٌَ ثـ
ّب ثب دٍ گضاًتیي( دس هیىشٍاسگبًیؼنهتیلتشی - 1ٍ3ٍ7وبفئیي )

ى ٍ اوؼیذاػیَى اهىبى پزیش اػت. وبفئیي یه ػبصٍوبس دهتیلاػیَ
داسای ػِ گشٍُ  7ٍ 3ٍ  1گشاًتیي اػت ٍ دس هَلؼیت وشثي هتیل

اى ّذفی ثشای آًضینٍُهتیل اػت. گش اَسُ ثِ ػٌَ ّبی ّبی هتیل ّو
دُتزضیِ وٌٌذُ ذ. عزف ّش وذام اص گشٍُی وبفئیي هغشط ثَ ّبی اً

لیذ ػبیش هتیلهتیل هی ذ هٌزش ثِ تَ اًَ ّبی ثباسصؽ ؿَد وِ صاًتیيت
طی ٍ التلبد لَ تىٌَ ثؼیبس هفیذ اػت. عی  یایي اهش اص لغبػ ثیَ

ى وبفئیي دس ثبوتشی لیذ ؿذُ دهتیلاػیَ ّب ثیـتشیي تشویت تَ
ثَشٍهیي )  تیي( هتیلدی -3ٍ7تئ د دس ٍ پبساصاًتیي گضاً ذ ثَ اَّ خ

لیذ ؿذُ تئَفیلیي )عبلی وِ دس لبسس لیت تَ  -1ٍ3ّب، ػوذُ هتبثَ
لیي گضاسؽ(. 20)اػت  گضاًتیي(هتیلدی ی وبفئیي ّب اص تزضیِاٍ

اٍسگبًیؼن اٍیل دِّتَػظ هیىش  ـش ؿذهیلادی هٌت 70ی ّب دس ا
ای  ّب ی سؿتِّب، لبسسّبی هختلفی اص ثبوتشی. دس اداهِ ػَیِ(21)

اًَبیی تزضیِ ی وبفئیي سا داؿتٌذ. دس ٍ هخوشّب گضاسؽ ؿذًذ وِ ت
ٍ دس  Pseudomonas ّبی هتؼلك ثِ رٌغّب ػَیِثیي ثبوتشی

 Aspergillus  ٍPenicilliumهتؼلك ثِ رٌغ  ػَیِ ّبیّب لبسس
ى گضاسؽثب وبسایی صیبدی هی ذ وبفئیي سا عزف وٌٌذ. تب وٌَ اًٌَ -ت

ّبیی وِ لبثلیت تزضیِ وبفئیي سا ّبی صیبدی اص هیىشٍاسگبًیؼن
ط ثِ لبسس لیي گضاسؽ وِ هشثَ ّبی داسًذ هٌتـش ؿذُ اػت. دس اٍ

Penicillium roqueforti  ٍStemphylium sp.  د ثیبى ؿذ ایي ثَ
ػبػت تزضیِ  29دس لیتش وبفئیي سا عی  گشم 19/0لبدسًذ  ّبلبسس
ذی ثشای عزف وبفئیي پیـٌْبد ؿذُ  (.22) وٌٌذ ّوضٌیي فشآیٌ

ذ وِ هی Serratia marcescensاػت وِ دس آى اص ثبوتشی  اًَ ت
كَست ِ گشم دس لیتش سا ث 6/0ثب غلظت ػبػت وبفئیي  72عی 
ٍ ّوىبساًؾ  Sarath(. 23)اػتفبدُ ؿذُ اػت  ،% تزضیِ وٌذ100

سا غشثبلگشی  Pseudomonas alcaligenes CFR1708 ػَیِ ای اص
دؿٌبػبیی ٍ  ى ػبػت  6عی دس  ًوَدًذ وِ لبدس ثَ ِ ثاًىَثبػیَ

وبفئیي سا تزضیِ یه گشم دس لیتش ّبی عبٍی عَس وبهل هغلَل
رذاػبصی ؿذُ  Pseudomonas stutzeriیه ػَیِ اص  (.24)وٌٌذ 

ثب غلظت % اص وبفئیي 59ػبػت لبثلیت تزضیِ  24اػت وِ عی 
لٍیِ  هـخق ؿذ هغبلؼِ دیگشی دس  (.19) گشم دس لیتش سا داسد 2/1ا

ذ ػبػت تخویش هی 96عی  Aspergillus tamariلبسس  اًَ تب  41ت
لیِ  51  گشم دس لیتش سا تزضیِ وٌذ 4تب  2دسكذ اص وبفئیي ثب غلظت اٍ

صیؼتی وبفئیي تغت ػلَل ّبی  ی رَد ایٌىِ تزضیِثب ٍ(. 25)
اَع هختلفی اص اٍسگبًیؼن ّب ؿبهل ثبوتشیْب، هخوشّب ٍ  ی دس اً سٍیـ

وپه ّبی سؿتِ ای گضاسؽ ؿذُ اػت اهب ثب ایي ٍرَد دس هَسد 
ػیلِ هیىشٍاسگبًیؼن ّبهغبلؼبت  ثیَتشاًؼفَسهبػیَى وبفئیي ثَ

( ثب اػتفبدُ اص 26ٍ ّوىبساى ) Asanoًبدسی كَست گشفتِ اػت. 
رذاػبصی  Pseudomonas putidaای اص تىٌیه غٌی ػبصی ػَیِ

ى وبفئیي  تشاًؼفَسهبػیَ ًوَدًذ وِ دس عی تزضیِ وبفئیي لبدس ثِ ثیَ
د.  تیي ثَ ثشٍهیي ٍ پبساصاً ای اص ( ػَی24ِ) ىٍ ّوىبسا Sarathثِ تئَ
P. alcaligenes MTCC 5264  سا غشثبلگشی ًوَدًذ وِ دس عی

ثشٍهیي ٍ  ى وبفئیي ثِ تئَ تشاًؼفَسهبػیَ تزضیِ وبفئیي لبدس ثِ ثیَ
د تیي ثَ ّبی دس ایي پظٍّؾ، رذاػبصی ٍ ؿٌبػبیی ػَیِ .پبساصاً

ثشٍهیي ٍ  ى وبفئیي ثِ تئَ تشاًؼفَسهبػیَ هی ثب پتبًؼیل ثیَ ثبوتشی ثَ
یٍظُ پبساصاًتی تیي ّبی ثباسصؽ ثِ  ي هَسد هغبلؼِ لشاس دیگش هتیل گضاً

ّبی دس عبل اػتشاعت گشفت ٍ ثشای ًخؼتیي ثبس وبسثشد ػلَل
هی  ی ػَیِ اى  Bacillus subtilis CTB04ثَ وبتبلیؼت ثِ ػٌَ

ثَشٍهیي ٍ پبساصاًتیي گضاسؽ ؿذ. صیؼتی  لیذ تئ لاصم ثِ روش دس تَ
ذهبى ى وبفئیي  اػت وِ ساً تشاًؼفَسهبػیَ ّبی ثذػت آهذُ ثشای ثیَ

تیي ٍ  2/58) دسكذ ثشای تئَثشٍهیي( دس  4/28دسكذ ثشای پبساصاً
دُ ٍ ثٌبثشایي پغ اص  یٌِ ؿذُ ثَ ایي پظٍّؾ تغت ؿشایظ غیشثْ

د وِ ػَیِ اٍس ثَ اَى اهیذ ذّبی ثْیٌِ ػبصی هی ت  ی اػتفبدُ اص فشآیٌ
اَى یه ثیَوبتبلیضٍس هٌبػت ثشای  اَى ثِ ػٌ هی هزوَس سا ثت ثَ

ى وبفئی ؼفَسهبػیَ تشاً لیت ّبی ثباسصؽ ثِ هغبلؼبت ثیَ ي ثِ هتبثَ
 ٍیظُ تئَثشٍهیي اػتفبدُ ًوَد. 

 

 گیزی ًتیجِ
زبم ؿذُ اػت لیي ثبس دس ایشاى اً ، ایي هغبلؼِ وِ ثشای اٍ

وبفئیي سا ثِ  ی تزضیِ وٌٌذُّبی ثبوتشیرذاػبصی ٍ ؿٌبػبیی 
اَى ثیَوبتبلیضٍسّبی ایوي ٍ اسصاى لیوت  لَیذ ػٌ هتیل دی دس ت

ثَؼتشای اسصاى لیوت وبفئیي اسصؽ  ثبگضاًتیي ّبی عجیؼی  اص ػ
اى یه ًتیزِ گیشی ًْبیی آًضِ وِ اص ًوبیذ. هی پیـٌْبد ثِ ػٌَ

تغمیك اخیش عبكل ؿذ ایي اػت وِ ثشخلاف ثؼیبسی اص تغمیمبت 
اٍسگبًیؼن ّب كَست پزیشفتِ وِ دس آًْب اص ػلَل ی هیىش ّبی سٍیـ

دُ ثب ّذف عزف صیؼتی وبفئیي ػوی اص هغیظ اػتفبدُ ّبی آلَ
ؿذُ اػت، ایي پظٍّؾ پیـٌْبد ساّىبسی دٍهٌظَسُ ّن رْت 

دُ ٍ ّوضٌیي ساّىبسی ثشای ػبصی وبفئیي اص هغیظپبن ّبی آلَ
لیذ  یی ثِ ٍیظُ تئَثشٍهیي سا ٍّبی ثب اسصؽ داسّبیهتیل صاًتیيدیتَ

وٌذ. ثٌبثشایي ّبی دس عبل اػتشاعت ػشضِ هیتغت ؿشایظ ػلَل
اى ّوضٌبى وـف ٍ یَِ هی تَ ّبی رذیذ تزضیِ ؿٌبػبیی ػ

تیي ی وٌٌذُ لَیذ هتیل صاً اى افمی ًَ دس ت ّبی ثب وبفئیي سا ثِ ػٌَ
بد ًوَد.   اسصؽ افضٍدُ ثبلا اص ػَثؼتشای اسصاى لیوت وبفئیي پیـٌْ
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