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 چکیده

انسان  .داردهای بدن ماکرمولکول سمیدر متابول مهمیاست و نقش  یضرورانسان  یبرا B2 ویتامینیا  نیبوفلاویر :سابقه و هدف
مطالعه شده  هاریبوفلاوین در باکتری یکیوسنتتیب ریمس .نمایند افتیدر ییغذا میاز رژآن را  دیباو  بودهن نیتامیو نیا قادر به سنتز

 بود.ایران  مختلف مولد ریبوفلاوین از خاک مناطق یترباکعنوان به لیسباسیلوس سوبتی هدف این پژوهش جداسازی و شناسایی .است

از کشت  هاییایزولهسپس  آوری شد و کشت پورپلیت انجام شد.مختلف ایران جمع خاک از مناطق هاینمونه :هامواد و روش
جداسازی شده  لیسباسیلوس سوبتیهای ژنوم نمونه .شناسایی شدند و مورفولوژیکی های بیوشیمیاییها، با آزمایشخالص باکتری

 انجام گرفت. RCP، واکنش ribCاستخراج شد و برای حضور ژن 

باسیلوس جدایه باکتری  19نمونه خاک بررسی شده،  100نشان داد، از  PCRهای بیوشیمیایی و واکنش نتایج آزمون :هایافته
 د.با توانایی رشد در محیط فاقد ریبوفلاوین جداسازی شدن CbiCدارای ژن  لیسسوبتی

تواند کد کننده می لیسباسیلوس سوبتیدر  CbiC ژن و گرددمیجداسازی راحتی از خاک به لیسباسیلوس سوبتی :گیرینتیجه
توسط ناحیه تنظیمی که در بالا دست اپران ژن  لیسباسیلوس سوبتیکه تنظیم بیوسنتز ریبوفلاوین در . با توجه به اینباشد ریبوفلاوین

CbiC تر ل محیط زیستی نیز مناسبئتوان از این باکتری در تهیه ریبوفلاوین مقرون به صرفه که از نظر مسایرد، میپذاست صورت می
  استفاده نمود.است، 

 .های خاک، باکتریCbiC، ژن لیسباسیلوس سوبتیریبوفلاوین،  :کلیدی هایواژه

 مقدمه
ا هها نقش حیاتی برای سلامت انسان داشته و وجود آن یتامینو

 های گروهویتامین. در بدن برای ادامه بقا لازم و ضروری است
B  اهمیت بالایی در حفظ انرژی بدن دارند اما این ویتامین در

مین آن از طریق موادغذایی ضروری أشود و ت بدن ذخیره نمی

 غذایی رژیم در ضرورت یک B2 ویتامین یا ریبوفلاوین .است
 و هاقارچ گیاهان، از بسیاری خلاف بر که، است انسان برای

 منبع دو. (17،19نیستند ) ویتامین سنتز به قادر ها،باکتری
 و دیگری تولید غذایی منبع یک: است دسترس در انسان برای

 3/1شده  توصیه روزانه مصرف بزرگ. روده میکروبی فلور توسط
زنان  برای روز گرم درمیلی 1/1و مردان برای روز در گرممیلی

 لبنی هایفرآورده و شیر مصرف غربی غذایی هایرژیم است. در
 کند. سایرمی ریبوفلاوین کمک روزانه جذب به هعمدطور به

 گوشت، حبوبات، غلات، مخمر، ویتامین شامل این خوب منابع
(. 19 ، 17) است سبز داربرگ سبزیجات و ماهی روغن

 است از ریبوفلاوین کمی مقادیر شامل فقط ایغله هایفرآورده
 به. رودمی دست از پردازش علتویتامین به از اندازه همانبه

 را ای غله هایفرآورده و هانان سازی، غنی هایروش هرحال،
 ویتامین این. کندمی تبدیل ریبوفلاوین از خوبی منابع عنوان به

 مسئول : سندهینو

واحد تهران  ،دانشگاه آزاد اسلامی، دانشکده علوم زیستی ،ژیگروه میکروبیولو
 شمال
 emi_biotech2006@yahoo.caی: کیالکترون پست

 2۵/9/139۵تاریخ دریافت: 
 27/۴/1396تاریخ پذیرش: 

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره هشتم، شماره سی و دوم- پائیز1397
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی و دوم -  جداسازی و شناسایی ...

 و کندمی بازی سلول انرژی متابولیسم در مهمی نقش چنینهم
 یهایماریب نیبوفلاویه که رنشان داده شد ر،یاخ یهادر سال

سلول  سیو آپوپتوز استافیلوکوکی مختلف مانند عفونت
(. 9) بخشدیبهبود مرا  نیسپلاتیالقاء شده با ک یاروده الیتلیاپ
 نوکلیوتید فلاوین ماده پیش ریبوفلاوین متابولیکی، نظر از
(FMN )نوکلیوتید آدنین و فلاوین (FAD )به هردو که ،است-

 احیا،و-اکسیداسیون هایواکنش در الکترون ناقل عنوان
 که FAD یا FMN به وابسته آنزیم صدها کوآنزیم

کنشبرهم اغلب. کنندمی عمل شوندمی نامیده فلاووپروتئین
 که کند،می درگیر را ریبیتول جانبی زنجیره آنزیم فلاوین های

 متفاوت آن در FAD و FMN که دهدمی نشان را موقعیتی
 دو هر ها برایآنزیم این بودن اختصاصی ثبح که هستند،

 عملکردهای میان آید. ازمی پیش شده ذکر کوفاکتور
 متابولیسم در بودن ضروری به توانمی هافلاوپرووتئین
 دراشکال فولات سازیو فعال انرژی تولید آمینواسیدها،

 رهیذخ را نیتامیو نیتوانند ایها نمانسانکرد.  اشاره کوآنزیمی
. کمبود (16 ،11) شودیدر ادرار دفع م یجذب اضافکنند و 

در  یاز نقاط جهان شامل هم کشورها یاریدر بس نیبوفلاویر
، فراوان است. کمبود افتهیتوسعه  یحال توسعه و هم کشورها

 ریثأدهان ت یپوست یواند بر سطوح مخاطتیم B2 دیشد
کاهش  د،ید فیموجب تضع نیچنهم نیبوفلاویبگذارد.کمبود ر

، یبعد یقلب سکیر نیستئیسطوح هوموس شیخ رشد، افزانر
 بیوسنتتیکی هایتوانایی (.20) شودیم یو آنم عوارض بارداری

 وجود هامیکروارگانیسم میان در B هایویتامین انواع برای
 توسط B ویتامین تولید برای طبیعی ظرفیت این. دارد

که  ست،دارا را برداریپتانسیل بهره خاص هایمیکروارگانیسم
 هزینه پر شیمیایی تواند جایگزین مناسبی برای سنتزمی

سازی غنی برای آن افزایش غذا و سازیغنی برای هاویتامین
 اخیر هایسال بسیاری در کارهای تخمیری باشد. غذاهای

 در هاویتامین این بیوسنتتیکی مسیرهای دادن نشان جهت
 دستبه دانش. است شده انجام هامیکروارگانیسم از تعدادی

 منظوربه شده گرفته کاربه مختلف هایاجازه استراتژی نیز آمده
 از بسیاری توسط ریبوفلاوین .دهدمی ویتامین را تولید افزایش
 جامعی طورهب آن بیوسنتتیکی مسیر و گرددمی سنتز هاباکتری

 .(3است ) شده مطالعه E.coli و لیسباسیلوس سوبتی در
 فسفات تری -'۵گوانوزین  هایمادهپیش به ریبوفلاوین بیوسنتز

(GTP )بیوسنتتیکی مسیر. دارد نیاز فسفات ۵ ریبولوز و 
لیس باسیلوس سوبتی در. شودمی کد E.coli در ribA توسط

آنزیم  یک ribA مورد این در اما شود،می کد ribA توسطنیز 

-۴ بوتانون -2- هیدروکسی دی-۴و3 تشکیل که است دوکاره
 ژن زیاد (. بیان1کند )می کاتالیز را فسفات -۵ یبولوزر فسفاتاز

ribA درصد  2۵ از بیش به را ریبوفلاوین تولید لیسسوبتی در
 در ribA ژن حد از بیش بیان حال، این دهد. بامی افزایش

 ریبوفلاوین تولید افزایش به تنهاییبه لاکتوباسیلوس لاکتیس
 بیولوژیکی، نظر از بودن فعال (. برای1شد ) نخواهد منجر

 FAM و FAD یعنی اشکوآنزیمی اشکال به باید ریبوفلاوین
 که سنتاز، FAD/  فلاوکیناز واکنش توسط این. گردد تبدیل

 E.Coli در ribF یا ribc ژن توسط لیسباسیلوس سوبتی در
باسیلوس  در خاص هایپذیرد. موتاسیونمی انجام شودمی کد

 تک کیناز ریبوفلاوین کننده کد ژن چنینهم لیسسوبتی
 ribCموتاسیون  اثر تواندمی که کنندمی کد را ribR عملکردی

 (. تنظیم1) نماید بازیابی ریبوفلاوین هایمحصول و کند مهار را
 توسط لیسسوبتی باسیلوس در  انتقال و ریبوفلاوین بیوسنتز

 در هم که RFN عنصر نام به شده حفاظت تنظیمی ناحیه
 ریبوفلاوین بیوسنتز هایژن که rib ژن یرانا دست بالا ناحیه

می صورت ypaA/ribU ریبوفلاوین ناقل ژن هم و هستند
 تولید افزایش باعث تنظیمی ناحیه این در هاپذیرد. جهش

 هایفرآیند اخیر هایسال در (.1) گرددمی ریبوفلاوین
 هاویتامین شیمیایی سنتز جایگزینی برای بسیاری بیولوژیکی

 مزایای کنار است. در پذیرفته صورت هستند رب هزینه که
 از استفاده شامل بیوتکنولوژیکی هایروش مزایای اقتصادی،

 تولید و بوده زیست محیط داردوست تجدیدپذیر منابع
(. ۴شوند )را سبب می بهتر یا و برابر کیفیت با هاییمحصول

 نریبوفلاوی بسیاری در تولید قابلیت هاقارچ و هاباکتری بعضی
 خدمت به صنعتی تولیدات جهت توانایی این و هستند دارا را

 شامل تجاری هایمحصول مانند است، شده گرفته
 و مخمر تخمیرهای طریق از حال، این ها. بااسکومیست

 نه کشت محیط از هاآن بالای رشد میزان از توانمی باکتریایی
 هس های اخیر،در سال .جست بهره پرهزینه و پیچیده چندان

 قرار استفاده مورد ریبوفلاوین تولید برای میکروارگانیسمی که
و باسیلوس  کاندیدا فاماتو ،آسپرژیلوس گوسپیاند، گرفته

-ها بهدر آن ریبوفلاوین تولید سطوح هستند که لیسسوبتی
 (. در12 ،10) استگرم بر لیتر  1۴ و 1۵،20 ترتیب

 مهندسی توسط ریبوفلاوین تولیدآسپرژیلوس گوسپی 
 چنین(. هم12 ،10است ) یافته افزایش برابر 10 تا متابولیسم

تولید  که است هاییمیکروارگانیسم ازآسپرژیلوس گوسپی 
مورد  (. در10دهد )می انجام نفتی ضایعات از را ریبوفلاوین

 حالی در ریبوفلاوین تولید بالای سطوحلیس باسیلوس سوبتی

 سمی آنالوگ و هاپورین شبه معرض در که پذیردمی صورت
 مهندسی طریق از یا )روزئوفلاوین( قرار گرفته ریبوفلاوین

 از هر لاکتوباسیلوس لاکتیس (. در10) گیردانجام می ژنتیک
 است شده انجام موفقیت ذکر شده تولید ریبوفلاوین با دو روش

 این توسط شده تولید ریبوفلاوین که شده گزارش چنین و
 را هاموش در ریبوفلاوین شده القا کمبود تواندمی هاسویه

  (۴) برطرف سازد

های میکروبی محل  ترین اکوسیستمعنوان یکی از مهماک بهخ
ترین ها است. وسیعرشد و تکثیر انواع مختلف میکروارگانیسم

در خاک یافت  ،های شناخته شدهتعداد میکروارگانیسم
مله های مختلف از ج. انواع میکرو ارگانیسم(18 ،7) شوند می

ها و پروتوزوآها در خاک گلسنگ ها،جلبک ها،ها، قارچباکتری
های ترین میکروارگانیسم ها فراوانشوند و باکتری یافت می

-های خاک شامل آرتروباکتریباکتری موجود در خاک هستند.
، هاخصوص باسیلوسبههای اسپورزا ها، باسیلها، سودوموناس

ها و اکتینومیستای غیر اسپورز،  های میلهباکتری
منظور بنابراین در این تحقیق به .(13) ها هستندسیانوباکتری

از خاک مناطق  لیسباسیلوس سوبتیجداسازی باکتری 
ثر در تولید ویتامین ریبوفلاوین ؤم جدایهعنوان مختلف ایران به

های جداسازی شده که جدایهدر این  ribCو بررسی حضور ژن 
بط هستند پرداخته شده است تا روشی با تولید ریبوفلاوین مرت

برای تولید بهینه و مقرون به صرفه برای این ویتامین که 
 ه نماید.ئها است، را اراضروری و مورد نیاز انسان

 

 هامواد و روش
منظور به -برداری و جداسازی خاکنمونه-1

 100مختلف،  ها از خاک مناطقجداسازی جنس باسیلوس
برداشت شد. نمونه برداری ایران  تلفمناطق مخاز خاک نمونه 

تحت شرایط استریل انجام شد. به این ترتیب که ابتدا از خاک 
های متراکم پوشش گیاهی و مانند محدودهمختلف نواحی 

از  درختان پر برگ که تحت تابش نور مستقیم خورشید نبودند
وسیله بیلچه استریل متری از خاک بهسانتی ۵سطح تا عمق 

های خاک را درون ظروف ری صورت گرفت. نمونهبردانمونه
-بهآماده شده بودند ریخته و  قبلاز  استریل مخصوص که 

جهت آزمایش به آزمایشگاه منتقل  C ۴°در دمای  تسرع
برداری و تاریخ آن بر روی ظروف شدند. مشخصات، محل نمونه

برداری به ها یادداشت شد. ظروف مخصوص نمونهحاوی نمونه
لیتر پس از اسیدشویی چندین بار با آب مقطر  1لی ا ۵/0حجم 

 اتوکلاو شدند.  C 121°شسته و جهت استریل کامل در 

جهت جداسازی   -هاباسیلوسکشت و جداسازی -2
یا  Heat enrichment cultureها از تکنیک باسیلوسجنس 

ها سازی آنو در ادامه برای خالص استفاده شد پاستوریزاسیون
ها پس از انتقال به ت یا کخ استفاده شد. نمونهاز روش پورپلی

 .متر الک شدندمیلی 2وسیله الک استریلی به قطر آزمایشگاه به
دار های آزمایش درپیچگرم خاک الک شده را به داخل لوله 1

سپس  شد.آب مقطر استریل اضافه   لیترمیلی 9ریخته و به آن 
مام آب گرم( های سوسپانسیون خاک را در بن ماری )حنمونه

ه تا ب ه شدقرار داددقیقه  ۵مدت به ºC80  در درجه حرارت
شامل ) ماندندهای اسپوردار خاک باقی ین ترتیب تنها باکتریا

رقت پشت سر هم تهیه  9. سپس ها(ها و کلستریدیومباسیلوس
رقت آخر برداشته و در پلیت کانت آگار  3لیتر از میلی 1شد و 

روش پور پلیت کشت داده شد، سپس  )پلیت نوترین آگار( به
ساعت در شرایط هوازی  ۴8مدت به ºC 37 ها در دمایپلیت

 .بار جداگانه انجام شدند( 2)تمام مراحل انکوبه شدند 

عنوان ههای ایزوله شده بیید حضور باکتریأت-3
هر کلنی   -باسیل گرم مثبت اسپور دار هوازی

-فولوژیک و بهاز لحاظ خصوصیات مورجداسازی شده، خالص 
طورکلی رنگ، شکل ظاهری کلنی و قوام آن مورد بررسی قرار 

آمیزی گرم و گرفت. از هر کلنی باکتریایی خالص شده رنگ
اسپور )مالاشیت گرین( تهیه شد و در زیر میکروسکوپ با 

 بررسی و مشاهده شد.  100بزرگنمایی 
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 سمی آنالوگ و هاپورین شبه معرض در که پذیردمی صورت
 مهندسی طریق از یا )روزئوفلاوین( قرار گرفته ریبوفلاوین

 از هر لاکتوباسیلوس لاکتیس (. در10) گیردانجام می ژنتیک
 است شده انجام موفقیت ذکر شده تولید ریبوفلاوین با دو روش

 این توسط شده تولید ریبوفلاوین که شده گزارش چنین و
 را هاموش در ریبوفلاوین شده القا کمبود تواندمی هاسویه

  (۴) برطرف سازد

های میکروبی محل  ترین اکوسیستمعنوان یکی از مهماک بهخ
ترین ها است. وسیعرشد و تکثیر انواع مختلف میکروارگانیسم

در خاک یافت  ،های شناخته شدهتعداد میکروارگانیسم
مله های مختلف از ج. انواع میکرو ارگانیسم(18 ،7) شوند می

ها و پروتوزوآها در خاک گلسنگ ها،جلبک ها،ها، قارچباکتری
های ترین میکروارگانیسم ها فراوانشوند و باکتری یافت می

-های خاک شامل آرتروباکتریباکتری موجود در خاک هستند.
، هاخصوص باسیلوسبههای اسپورزا ها، باسیلها، سودوموناس

ها و اکتینومیستای غیر اسپورز،  های میلهباکتری
منظور بنابراین در این تحقیق به .(13) ها هستندسیانوباکتری

از خاک مناطق  لیسباسیلوس سوبتیجداسازی باکتری 
ثر در تولید ویتامین ریبوفلاوین ؤم جدایهعنوان مختلف ایران به

های جداسازی شده که جدایهدر این  ribCو بررسی حضور ژن 
بط هستند پرداخته شده است تا روشی با تولید ریبوفلاوین مرت

برای تولید بهینه و مقرون به صرفه برای این ویتامین که 
 ه نماید.ئها است، را اراضروری و مورد نیاز انسان

 

 هامواد و روش
منظور به -برداری و جداسازی خاکنمونه-1

 100مختلف،  ها از خاک مناطقجداسازی جنس باسیلوس
برداشت شد. نمونه برداری ایران  تلفمناطق مخاز خاک نمونه 

تحت شرایط استریل انجام شد. به این ترتیب که ابتدا از خاک 
های متراکم پوشش گیاهی و مانند محدودهمختلف نواحی 

از  درختان پر برگ که تحت تابش نور مستقیم خورشید نبودند
وسیله بیلچه استریل متری از خاک بهسانتی ۵سطح تا عمق 

های خاک را درون ظروف ری صورت گرفت. نمونهبردانمونه
-بهآماده شده بودند ریخته و  قبلاز  استریل مخصوص که 

جهت آزمایش به آزمایشگاه منتقل  C ۴°در دمای  تسرع
برداری و تاریخ آن بر روی ظروف شدند. مشخصات، محل نمونه

برداری به ها یادداشت شد. ظروف مخصوص نمونهحاوی نمونه
لیتر پس از اسیدشویی چندین بار با آب مقطر  1لی ا ۵/0حجم 

 اتوکلاو شدند.  C 121°شسته و جهت استریل کامل در 

جهت جداسازی   -هاباسیلوسکشت و جداسازی -2
یا  Heat enrichment cultureها از تکنیک باسیلوسجنس 

ها سازی آنو در ادامه برای خالص استفاده شد پاستوریزاسیون
ها پس از انتقال به ت یا کخ استفاده شد. نمونهاز روش پورپلی

 .متر الک شدندمیلی 2وسیله الک استریلی به قطر آزمایشگاه به
دار های آزمایش درپیچگرم خاک الک شده را به داخل لوله 1

سپس  شد.آب مقطر استریل اضافه   لیترمیلی 9ریخته و به آن 
مام آب گرم( های سوسپانسیون خاک را در بن ماری )حنمونه

ه تا ب ه شدقرار داددقیقه  ۵مدت به ºC80  در درجه حرارت
شامل ) ماندندهای اسپوردار خاک باقی ین ترتیب تنها باکتریا

رقت پشت سر هم تهیه  9. سپس ها(ها و کلستریدیومباسیلوس
رقت آخر برداشته و در پلیت کانت آگار  3لیتر از میلی 1شد و 

روش پور پلیت کشت داده شد، سپس  )پلیت نوترین آگار( به
ساعت در شرایط هوازی  ۴8مدت به ºC 37 ها در دمایپلیت

 .بار جداگانه انجام شدند( 2)تمام مراحل انکوبه شدند 

عنوان ههای ایزوله شده بیید حضور باکتریأت-3
هر کلنی   -باسیل گرم مثبت اسپور دار هوازی

-فولوژیک و بهاز لحاظ خصوصیات مورجداسازی شده، خالص 
طورکلی رنگ، شکل ظاهری کلنی و قوام آن مورد بررسی قرار 

آمیزی گرم و گرفت. از هر کلنی باکتریایی خالص شده رنگ
اسپور )مالاشیت گرین( تهیه شد و در زیر میکروسکوپ با 

 بررسی و مشاهده شد.  100بزرگنمایی 
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طور هایی که بهایزوله -باکتریایی جداسازی جدایه-4
 ها و کشت های مختلف از پلیتاند در زمانفی انتخاب شدهتصاد

دوم میکروب با آزمایش مورفولوژیکی و بیوشیمیایی، نظیر 
 آزمون همولیز در محیط بلاد آگار، آزمایش نشاسته در محیط 

Starch Aagar آزمایش کاتالاز با معرف ،H2O2 آزمون ،
گار در آن شوگر ایروآزمون تریپل، در محیط ژلاتیناز ژلاتین
 محیط

 TSI ،آزمون IMViC های در محیطSIM  وMRVP  و
 ، در محیط نیترات براث احیای نیترات آزمون، سیمون سیترات

اوره  آزمون، در محیط تری بوترین آگار هیدرولیز لیپید آزمون
 Skim Milkدر محیط  کازِِِِیین آزمون ،در محیط اوره از

Agar،  
شناسایی . بررسی شدند ن،از در محیط لیسیتیستینیل آزمون

آمیزی اسپور، آمیزی گرم، رنگطور عمده بر اساس رنگهب
 آزمون 

های کشت و تخمیر کاتالاز، مشخصات مورفولوژی روی محیط
 و در سایر خصوص کشت در محیط ساکاروزبهمنابع کربن 

 انجام گرفت. های قندی گلوکز، گزیلوز، آراینوز و مانیتولمحیط

مولد  لیسلوس سوبتیباسیجداسازی  -5

ها در محیط کشت ریبوفلاوین با کشت نمونه

هایی که دارای نتایج مثبت در نمونه -%2ریبوفلاوین 

، Starch Aagarهای هیدرولز نشاسته در محیط آزمون

یز چربی در محیط و هیدرولدر محیط ژلاتیناز هیدرولیز ژلاتین 

براث  و احیای نیترات در محیط نیترات تری بوترین آگار

ها تفکیک شده و هستند جداسازی شدند. سپس این جدایه

کشت داده  ٪2پس از شستشو در محیط کشت ریبوفلاوین 

های ایزوله .ندشدساعت انکوبه  18برای  ºC37شده و در 

ند. سپس کشت داده شد BHI brothتفکیک شده در  محیط 

ساعت در  2۴مدت ه حاوی باکتری ب BHI brothمحیط کشت 

ساعت محیط  2۴بعد از  .در انکوباتور قرار گرفت ºC37 دمای

BHI broth  دقیقه در  3مدت هب 8000حاوی باکتری با دور

ورسوب  هایع رویی را دور ریختشد. مسانتریفیوژ  ºC۴ دمای

ه شد. % شستشو داد ۵/8سالین ل بار با محلول نرما 2حاصل 

را در لوله سالین ل لیتر سرم نرمامیلی 10که ابتدا به این صورت

دقیقه در  3مدت ه ب 8000سپس با دور  ریخته،حاوی رسوب 

پس . دشبار این مرحله تکرار  دوگردید. سانتریفوژ  ºC ۴ دمای

% 2ها در محیط کشت حاوی ریبوفلاوین ایزوله ،از شستشو

  MRS Agarرای این منظور از محیطب .ه شدندکشت داد

ه محیط اضافه % ویتامین ریبوفلاوین ب2استفاده گردید و 

های تفکیک پس از خنک شدن محیط کشت ایزوله. گردید

در ه شدند و % کشت داد2شده را در محیط حاوی ریبوفلاوین 

از رشد این  بعد .گردیدندساعت انکوبه  18مدت هب ºC37 دمای

بار  این .انسیون انجام گرفتپها شستشوی سوسباکتری

 یبوفلاوینر بدون  MRS Agarدر محیط حاوی ها باکتری

هایی که در محیط فاقد ریبو فلاوین جدایه ه شدند.کشت داد

 از ییهاجدایه از ند.داز سایرین جداسازی ش نکردندرشد 

رشد که در محیط دارای ریبوفلاوین  لیسسوبتی باسیلوس

 ºC37 روی نوترین آگار در داشتند، کشت خالص تهیه نموده و

عنوان ها بهیه)این سو ندددر شرایط هوازی کشت داده ش

. کاندید برای دارا بودن توانایی سنتز ریبوفلاوین انتخاب شدند(

 دربرای شناسایی ژن دخیل  ،های خالص شدهجدایهسپس این 

ایی با واکنش زنجیره ( rib C ) حضور ژنسنتز ریبوفلاوین 

 مراز بررسی شدند. پلی

باسیلوس برای استخراج ژنوم از  -استخراج ژنوم-6
 سازی شده در محیط ریبوفلاوین، ازهای خالصسلیسوبتی

 باکتری گرم مثبت استفاده شد.  DNAکیت استخراج 

با استفاده  -(PCRمراز )ای پلیواکنش زنجیره-7
های در نمونه ribCاختصاصی برای حضور ژن پرایمرهای  از

انجام شد. مشخصات  PCR واکنش لیس،باسیلوس سوبتی
ترتیب در به PCRو برنامه دستگاه پرایمرها، مواد مورد نیاز 

 آمده است. 3و  2 ،1جداول 
 

 . rib Cبرای تکثیر ژن پرایمر توالی نوکلئوتیدی  -1جدول           

 ام ژنن '3-'5  پرایمرتوالی نوکلئوتیدی  اندازه محصول

 

543bp 

 

F- GACGGCGTTCATCTCGGGCATC 

R- GAAACCCGATGGTCCGCCCTC 

 

rib C 

 

 PCRمورد نیاز برای واکنش  مواد -2جدول        

 حجم مواد PCRمواد مورد استفاده در واکنش 

 (میکرولیتر)

  17 آب

  PCR ۵/2بافر 

dNTP 1  

  1 چپپرایمر 

  1 راستپرایمر 

DNA 1 ژنومی  

  ۵/0 پلیمراز Taqآنزیم 

 میکرولیتر 2۵ حجم نهایی

 

 .rib Cبرای تکثیر ژن  PCRبرنامه دستگاه  -3جدول

 PCRطول محصول  تعداد چرخه طویل شدن نهایی طویل شدن اتصال واسرشت واسرشت اولیه نام ژن

rib C C˚ 9۵ ۵مدت هب 
 دقیقه

C˚ 9۵  30به مدت 
 ثانیه

C ˚۵8 30مدت به 
 ثانیه

˚C 72 ۵0مدت به 
 ثانیه

C˚72 ۵ مدتبه 
 دقیقه

27 543bp 

های نمونه -%1 الکتروفورز بر روی ژل آگاروز -8
استفاده از  با شده PCR هاینمونه و استخراج شدهژنوم 

 TAE % درون بافر1 سیستم الکتروفورز افقی بر روی ژل آگاروز
1X ولت، الکتروفورز گردید تا از حضور ژنوم و صحت  70 در

اطمینان حاصل  مرازای پلیانجام واکنش زنجیره و استخراج
 شود.

 

 نتایج
نمونه  100 در این پژوهش -برداری از خاکنمونه-1

-های جنگلی، باغخاک از مناطق مختلف محیطی مانند پارک
 19ها آوری گردید. از این نمونههای مختلف و جنگل جمع

 مولد ریبوفلاوین جداسازی شد. لیسباسیلوس سوبتیجدایه 

مراحل  -های باسیلوس از خاکجدایهجداسازی -2
سازی حرارتی ها طی تکنیک غنیجداسازی باسیلوس

مراحل  پورپلیت )روش کخ( انجام شد. و توریزاسیون()پاس
های رشد یافته حاصل از پورپلیت سازی هریک از کلنیخالص

جام ان  Plate Count Agarای روی محیطمرحله ۴طی کشت 
 دست آمد. هطور مجزا بشد و کشت خالص از هر کلنی به

-مشاهده لامبا  -آمیزی گرمنتایج حاصل از رنگ-3
میکروسکوپ نوری  100زی شده زیر عدسی آمیهای رنگ

 . شدوجود اشکال باسیلی شکل بنفش رنگ )گرم مثبت( تأیید 
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باسیلوس برای استخراج ژنوم از  -استخراج ژنوم-6
 سازی شده در محیط ریبوفلاوین، ازهای خالصسلیسوبتی

 باکتری گرم مثبت استفاده شد.  DNAکیت استخراج 

با استفاده  -(PCRمراز )ای پلیواکنش زنجیره-7
های در نمونه ribCاختصاصی برای حضور ژن پرایمرهای  از

انجام شد. مشخصات  PCR واکنش لیس،باسیلوس سوبتی
ترتیب در به PCRو برنامه دستگاه پرایمرها، مواد مورد نیاز 

 آمده است. 3و  2 ،1جداول 
 

 . rib Cبرای تکثیر ژن پرایمر توالی نوکلئوتیدی  -1جدول           

 ام ژنن '3-'5  پرایمرتوالی نوکلئوتیدی  اندازه محصول

 

543bp 

 

F- GACGGCGTTCATCTCGGGCATC 

R- GAAACCCGATGGTCCGCCCTC 

 

rib C 

 

 PCRمورد نیاز برای واکنش  مواد -2جدول        

 حجم مواد PCRمواد مورد استفاده در واکنش 

 (میکرولیتر)

  17 آب

  PCR ۵/2بافر 

dNTP 1  

  1 چپپرایمر 

  1 راستپرایمر 

DNA 1 ژنومی  

  ۵/0 پلیمراز Taqآنزیم 

 میکرولیتر 2۵ حجم نهایی

 

 .rib Cبرای تکثیر ژن  PCRبرنامه دستگاه  -3جدول

 PCRطول محصول  تعداد چرخه طویل شدن نهایی طویل شدن اتصال واسرشت واسرشت اولیه نام ژن

rib C C˚ 9۵ ۵مدت هب 
 دقیقه

C˚ 9۵  30به مدت 
 ثانیه

C ˚۵8 30مدت به 
 ثانیه

˚C 72 ۵0مدت به 
 ثانیه

C˚72 ۵ مدتبه 
 دقیقه

27 543bp 

های نمونه -%1 الکتروفورز بر روی ژل آگاروز -8
استفاده از  با شده PCR هاینمونه و استخراج شدهژنوم 

 TAE % درون بافر1 سیستم الکتروفورز افقی بر روی ژل آگاروز
1X ولت، الکتروفورز گردید تا از حضور ژنوم و صحت  70 در

اطمینان حاصل  مرازای پلیانجام واکنش زنجیره و استخراج
 شود.

 

 نتایج
نمونه  100 در این پژوهش -برداری از خاکنمونه-1

-های جنگلی، باغخاک از مناطق مختلف محیطی مانند پارک
 19ها آوری گردید. از این نمونههای مختلف و جنگل جمع

 مولد ریبوفلاوین جداسازی شد. لیسباسیلوس سوبتیجدایه 

مراحل  -های باسیلوس از خاکجدایهجداسازی -2
سازی حرارتی ها طی تکنیک غنیجداسازی باسیلوس

مراحل  پورپلیت )روش کخ( انجام شد. و توریزاسیون()پاس
های رشد یافته حاصل از پورپلیت سازی هریک از کلنیخالص

جام ان  Plate Count Agarای روی محیطمرحله ۴طی کشت 
 دست آمد. هطور مجزا بشد و کشت خالص از هر کلنی به

-مشاهده لامبا  -آمیزی گرمنتایج حاصل از رنگ-3
میکروسکوپ نوری  100زی شده زیر عدسی آمیهای رنگ

 . شدوجود اشکال باسیلی شکل بنفش رنگ )گرم مثبت( تأیید 
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روش آمیزی اسپور بهنتایج حاصل از رنگ-4
های این روش رنگ آمیزی وجود اسپوربا  -مالاشیت گرین

صورتی مشاهده  -با رنگ قرمز رویشی هایدرون سلولسبز 
  شد.

های در محیط سیلوسباهای نتایج رشد جدایه-5
-سوبتی باسیلوسهای یید شناسایی جدایهأجهت ت -افتراقی

های افتراقی استفاده شد. نتایج آزمونجداسازی شده، از  لیس
 آورده شده است. ۴های افتراقی در جدول آزمون

 
 لیس.باسیلوس سوبتیهای بیوشیمیایی برای تشخیص نتایج آزمون -۴جدول 

 VP آزمون MRآزمون  آزمون سیترات آزمون اوره از هیدرولیز ژلاتین هیدرولیز نشاسته هیدرولیز لیپید آزمون هیدرولیز آزمون کاتالاز باکتری

 MRVP MRVP سیمون سیترات اوره ژلاتیناز Starch Agar تری بوترین آگار بلاد آگار H2O2معرف  محیط کشت

باسیلوس سوبتی
 لیس

 - + + - + + + همولیز الفا +

تریپل آزمون  احیای نیترات ازستینیلآزمون  تخمیر گزیلوز تخمیر ارابینوز تخمیر مانیتول تخمیر گلوکز اندول آزمون باکتری
 ایرون اگار

 هضم کازئین

دارای  قند  STM محیط کشت
 گلوکز

دارای قند  دارای قند مانیتول
 آرابینوز

 TSI Skim Milk Agar نیترات براث لیسیتین دارای قند گزیلوز

باسیلوس سوبتی 
 لیس

+-- + + + + + + Alk/A g + 

 

 

 
خانه (، 2شکل )  bp 2۵0: مارکر مولکولی ۵و  2از سمت راست به چپ، خانه شماره  -لیسسویتیدر باسیلوس  ribCحاصل از تکثیر ژن  PCRمحصول  -1شکل 

 .bp ۵۴3با طول  ribCهای دارای ژن نمونه: 9تا  6انه شماره : نمونه کنترل منفی ، خ۴، خانه شماره نمونه کنترل مثبت :3شماره 

 کنترل منفی

 

 bp ۵00    باند   

 
 ۵و  2خانه های شماره 

 bp 2۵0مارکر مولکول 

 

 bp 

 های  نمونه  9و8و7و6خانه های شماره 
  ribCمثبت ژن 

 bp ۵۴3  به طول

 

       1     2       3      ۴     ۵      6      7     8      9      10 

 کنترل مثبت

 

 
 )مارک متابیون تهیه شده از شرکت روبین طب گستر(bp 250 –  DNA Ladder(8201)مارکر مولکولی  - 2شکل

 

 

بررسی کشت در محیط کشت فاقد  -6
که پس  لیسسوبتیباسیلوس های  جدایه -%2ریبوفلاوین 

 داشتندرشد  ٪2اقد ریبوفلاوین از شستشو در محیط کشت ف
  روی نوترین آگار درها رشد آن سپسند و دسازی شخالص

C˚37  د و برای حضور ژن ش مثبت گزارشدر شرایط هوازی
rib C مراز انجام گرفت. ایی پلیها، واکنش زنجیرهدر آن نمونه

ها در رشد روی محیط فاقد ریبوفلاوین زیرا توانایی این جدایه
ها بوده که امکان در آن rib Cدلیل حضور ژن ند بهتوا% می2

تولید ریبوفلاوین را برای آن جدایه مستقل از محیط کشت 
فراهم نموده باشد و با تغییر فنوتیپی همراه بوده است. بنابراین 

هایی که توانایی در جدایه rib Cمنظور تایید حضور ژن به
پذیر ین امکانتولید ریبوفلاوین را در محیط فاقد ریبوفلاو

ها در این محیط ساخته و سبب گردیده است تا این جدایه
 مراز استفاده شد.ایی پلیکشت رشد کنند، از واکنش زنجیره

بررسی حضور ژن برای  PCRنتایج واکنش  -7
Cbir پس از  -لیسباسیلوس سوبتیهای در جدایه

لیس باسیلوس سوبتیهای ژنومی از جدایه DNAاستخراج 
که کد کننده ریبوفلاوین است از روش  CbiCثیر ژن جهت تک

PCR ای استفاده شد. نتایج حاصل از انجام واکنش زنجیره
های استخراج شده پس از انجام مراز در تمام جدایهپلی

آمیزی بررسی شد و چنین گزارش شد که از الکتروفورز و رنگ
درصد( دارای  19جدایه ) 19نمونه باکتری ایزوله شده  100

باسیلوس برای کنترل مثبت از ژنوم باکتری  بودند. CbiCژن 
بود استفاده شد و برای نمونه  rib Cکه حاوی ژن  لیسسوبتی

رفت. باندهای کار ژنومی به DNAکنترل منفی ویال بدون 
آورده  1در شکل  PCRبا واکنش  ribCحاصل از تکثیر ژن 

    شده است.

 بحث
از  دیاست و با یانسان ضرور یبرا B2 نیتامیویا  نیبوفلاویر

 ینقش قابل ملاحظه ا نیبوفلاویگردد. ر افتیدر ییغذا میرژ
 دهایاس نویچرب و آم یدهایها، اسدراتیکربوه سمیدر متابول

،  هایها و باکترقارچ اهان،یاز گ یاریها برخلاف بسانسان دارد.
 ی. دو منبع برا(19 ،17) ستندین نیتامیو نیا قادر به سنتز

 نیبوفلاویر یگرید و ییمنبع غذا یکی ن در دسترس است:انسا
های باکتری. روده بزرگ است یکروبیشده توسط  فلور م دیتول

این ازجمله  .استتولید این ویتامین  یکی از منابعمولد ریبوفلاوین 
های در خاککه  است لیسباسیلوس سوبتی هاگانیسمارمیکرو

ویتامین تولید شوند و توانایی یافت میمختلف مناطق 
های مولد از باکتری ه این ترتیبرا دارند که بریبوفلاوین 

عنوان به یاغله یهافرآوردهها و نان یسازیغنریبوفلاوین برای 
 .(11،12شوند )استفاده می نیبوفلاویاز ر یمنابع خوب

 100، از مختلف خاک ایراندر این مطالعه با استفاده از منابع 
گری طی غربالو سازی شد نی خالصکل 100نمونه خاک، 
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 )مارک متابیون تهیه شده از شرکت روبین طب گستر(bp 250 –  DNA Ladder(8201)مارکر مولکولی  - 2شکل

 

 

بررسی کشت در محیط کشت فاقد  -6
که پس  لیسسوبتیباسیلوس های  جدایه -%2ریبوفلاوین 

 داشتندرشد  ٪2اقد ریبوفلاوین از شستشو در محیط کشت ف
  روی نوترین آگار درها رشد آن سپسند و دسازی شخالص

C˚37  د و برای حضور ژن ش مثبت گزارشدر شرایط هوازی
rib C مراز انجام گرفت. ایی پلیها، واکنش زنجیرهدر آن نمونه

ها در رشد روی محیط فاقد ریبوفلاوین زیرا توانایی این جدایه
ها بوده که امکان در آن rib Cدلیل حضور ژن ند بهتوا% می2

تولید ریبوفلاوین را برای آن جدایه مستقل از محیط کشت 
فراهم نموده باشد و با تغییر فنوتیپی همراه بوده است. بنابراین 

هایی که توانایی در جدایه rib Cمنظور تایید حضور ژن به
پذیر ین امکانتولید ریبوفلاوین را در محیط فاقد ریبوفلاو

ها در این محیط ساخته و سبب گردیده است تا این جدایه
 مراز استفاده شد.ایی پلیکشت رشد کنند، از واکنش زنجیره

بررسی حضور ژن برای  PCRنتایج واکنش  -7
Cbir پس از  -لیسباسیلوس سوبتیهای در جدایه

لیس باسیلوس سوبتیهای ژنومی از جدایه DNAاستخراج 
که کد کننده ریبوفلاوین است از روش  CbiCثیر ژن جهت تک

PCR ای استفاده شد. نتایج حاصل از انجام واکنش زنجیره
های استخراج شده پس از انجام مراز در تمام جدایهپلی

آمیزی بررسی شد و چنین گزارش شد که از الکتروفورز و رنگ
درصد( دارای  19جدایه ) 19نمونه باکتری ایزوله شده  100

باسیلوس برای کنترل مثبت از ژنوم باکتری  بودند. CbiCژن 
بود استفاده شد و برای نمونه  rib Cکه حاوی ژن  لیسسوبتی

رفت. باندهای کار ژنومی به DNAکنترل منفی ویال بدون 
آورده  1در شکل  PCRبا واکنش  ribCحاصل از تکثیر ژن 

    شده است.

 بحث
از  دیاست و با یانسان ضرور یبرا B2 نیتامیویا  نیبوفلاویر

 ینقش قابل ملاحظه ا نیبوفلاویگردد. ر افتیدر ییغذا میرژ
 دهایاس نویچرب و آم یدهایها، اسدراتیکربوه سمیدر متابول

،  هایها و باکترقارچ اهان،یاز گ یاریها برخلاف بسانسان دارد.
 ی. دو منبع برا(19 ،17) ستندین نیتامیو نیا قادر به سنتز

 نیبوفلاویر یگرید و ییمنبع غذا یکی ن در دسترس است:انسا
های باکتری. روده بزرگ است یکروبیشده توسط  فلور م دیتول

این ازجمله  .استتولید این ویتامین  یکی از منابعمولد ریبوفلاوین 
های در خاککه  است لیسباسیلوس سوبتی هاگانیسمارمیکرو

ویتامین تولید شوند و توانایی یافت میمختلف مناطق 
های مولد از باکتری ه این ترتیبرا دارند که بریبوفلاوین 

عنوان به یاغله یهافرآوردهها و نان یسازیغنریبوفلاوین برای 
 .(11،12شوند )استفاده می نیبوفلاویاز ر یمنابع خوب

 100، از مختلف خاک ایراندر این مطالعه با استفاده از منابع 
گری طی غربالو سازی شد نی خالصکل 100نمونه خاک، 
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از انواع  مولد ریبوفلاوین لیسسوبتی باسیلوسنمونه  19 اولیه
دست آمد که نشان دهنده پتانسیل ههای مناطق مختلف بخاک

 ریبوفلاویندر تولید خاک مناطق مختلف های بالای باکتری
مناطق های برداری از گستره وسیعی از خاک. نمونهاست

موفق به  مراحل کار آزمایشگاهیگرفت و در طی  انجام مختلف
-با نمونهگردید. ها از آن مولد ریبوفلاوینهای جدایهجداسازی 

که  مددست آهبمولد ریبوفلاوین ه جدایگیری از خاک چندین 
ها بسیار ارزشمند هستند. در مورد انتخاب گونه باسیلوس

ی که دلیل خصوصیات برتر فراوانکه این گونه به چنین است
ها داشت انتخاب شد. در میان نسبت به دیگر میکرواورگانیسم

-سوبتیباسیلوس  ریبوفلاوینهای تولید کننده میکروارگانیسم
اکنون در هم دارند و در تولید این ویتامین بالاییقدرت  لیس

سطح جهان با شناخت فواید استفاده از آن، حجم کارهای 
چنین تر شده است. همها بیشتحقیقاتی و مطالعه بر روی آن

به جهت دارا بودن اسپور، خاصیت ماندگاری و جداسازی 
سریعی بر روی  نسبتبه بهتری داشته و رشد و نمو خوب و 

ها توانایی صنعتی شدن های کشت دارند. باسیلوسمحیط
خوبی توانند بههای فرمانتور میبالایی دارند و در دستگاه

یکروارگانیسم توانایی بهینه این م .(12) فعالیت داشته باشند
توان رشد و خوبی داراست و با بهینه سازی دقیق میشدن را به

ها را چندین برابر بالا برد. گام بعدی استفاده آنویتامین تولید 
های جهش یافته و جدایهاز مهندسی ژنتیک است که با ایجاد 

 این ویتامینهای مهار کاتابولیکی تولید حذف ژنتیکی اپران
-هالعاده تبدیل سازد. بها را به یک تولید کننده فوقتواند آنیم

 عنوان منابعی باتوان منابع باکتریایی کشور را بهمی طورکلی،
  .نظر گرفت و بسیار ارزشمند در پتانسیل بالا

استفاده شده  لیسباسیلوس سوبتیهای در این تحقیق از جدایه
وین جداسازی شده عنوان ژن مولد ریبوفلابه CbiCاست و ژن 

ریچر و همکاران  توسط 1993است. در تحقیق مشابه در سال 
استفاده شده است و  لیسباسیلوس سوبتیانجام شد از باکتری 

از این باکتری مطالعه صورت  ribAدر آن تحقیق روی ژن 
 ribA ژن زیاد گرفته است ودر آن تحقیق مشخص شد که بیان

 2۵ از بیش به را وفلاوینریب تولید لیسباسیلوس سوبتی در
عنوان ژن اصلی در تولید بهribA دهد و ژن می افزایش درصد

عنوان به CbiCریبوفلاوین معرفی شد ولی در تحقیق حاضر، ژن 
ژن اصلی تولید کننده ریبوفلاوین معرفی شد چون حضور این 

شده بود  لیسباسیلوس سوبتیژن باعث تولید ریبوفلاوین در 
 1993و همکارانش درسال  که توسط ریچر (. در تحقیقی3)

استفاده شده است و در آن تحقیق  E.coliانجام شد از باکتری 
ولی در  از این باکتری مطالعه انجام شده است. ribA روی ژن

استفاده شده است و  لیسباسیلوس سوبتیاین تحقیق از جدایه 
 (.3عنوان ژن مولد ریبوفلاوین جداسازی گردید )هب ribCژن 

 و توسط بورگرس 200۴در تحقیق دیگری که در سال 
 لاکتوباسیلوس لاکتیسانجام شده است از باکتری  همکاران

از ان باکتری  ribAاستفاده شده بود و در آن تحقیق روی ژن 
 از بیش مطالعه صورت گرفته بود و چنین گزارش شده که بیان

 به تنهاییبه لاکتوباسیلوس لاکتیسباکتری  در ribA ژن حد
شد و نیازمند دخالت  نخواهد منجر ریبوفلاوین تولید افزایش

باسیلوس (. در این تحقیق از جدایه ۴) استهای دیگر هم ژن
استفاده شده  عنوان باکتری مولد ریبوفلاوینبه لیسسوبتی

عنوان ژن مولد ریبوفلاوین به CbiCاست و فقط حضور ژن 
توسط  1999بررسی شد. در تحقیق دیگری که در سال 

باسیلوس  انجام شده است از باکتری همکاران سالوویوا و
از این باکتری  ribRاستفاده شده و روی ژن  لیسسوبتی

 ریبوفلاوین ribRمطالعه صورت گرفته بود و مشخص شد، ژن 
موتاسیون  اثر تواندمی که کندمی کد را عملکردی تک کیناز
نماید.  بازیابی را ریبوفلاوین محصولات و کند، مهار را ribCژن 
می ribCق مشخص شد موتاسیون ژن یچنین در آن تحقهم

 لیسباسیلوس سوبتیهای تواند تولید ریبوفلاوین را در جدایه
همکاران در  (. در تحقیقی که توسط شالمی و1۵مهار کند )

عنوان به لاکتوباسیلوس لاکتیسانجام شد باکتری  200۴سال 
(. در 12وفلاوین گزارش شد )های مولد ریبمیکروارگانیسم

جداسازی شده از  لیسباسیلوس سوبتیکه در این تحقیق حالی
عنوان میکروارگانیسم مولد ریبوفلاوین معرفی شد. خاک به

شود راحتی انجام میاز خاک به لیسباسیلوس سوبتیجداسازی 
به آسانی  لاکتوباسیلوس لاکتیسولی جداسازی باکتری 

های افتراقی شود و نیازمند انجام آزمونها انجام نمیباسیلوس
-به لیسباسیلوس سوبتیتری است. بنابراین استفاده از بیش

عنوان میکروارگانیسم مولد ریبوفلاوین برای انجام کارهای 
تر است. در قاتی در مورد ویتامین ریبوفلاوین راحتیتحق

انجام شد  2006بورگرس و همکاران در سالتحقیقی که توسط 
 ،ribA مانند B2 بیوسنتز ویتامین در دخیل هایژن حضور
ribC، ribG و ribH با روش  لاکتوباسیلوس پلانتاروم  در
PCR ( در این تحقیق که روی ۴مشخص شد ) باسیلوس

-هعنوان مولد ریبوفلاوین بهب CbiCانجام شد ژن  لیسسوبتی
تعیین گردید. درتحقیق انجام شده توسط دل وار  PCR وسیله

های لاکتیک صورت گرفته باکتری 201۴ران در سال و همکا

سازی مواد غذایی از نظر منابع ریبوفلاوین فاکتوری برای غنی
خصوص در آن تحقیق روی لبنیات و شیر اند بهمعرفی شده

سویا بررسی انجام گرفته است و برای تولید این محصولات 
 استها پیشنهاد شده استفاده از باکتری B2غنی از ویتامین 

گولباچ و همکاران درسال  (. در تحقیق دیگری که توسط۵)
انجام شده است چنین گزارش شده که ریبوفلاوین  201۴

فاکتور ضروری در نیازهای غذایی انسان و حیوانات محسوب 
های اخیر تولید اقتصادی آن از طریق شود و در سالمی

کپک و  لیسباسیلوس سوبتیهایی نظیر باکتری میکروارگانیسم
(. در 8انجام گرفته است ) کاندیدا فاماتاو مخمر  آشبایا گوسپی

استخراج شده از  لیسباسیلوس سوبتیاین تحقیق نیز باکتری 
باسیلوس خاک منبع تولید این ویتامین معرفی شده است. 

-میزان زیادی در خاک وجود دارد و استخراج آنبه لیسسوبتی
از سرعت رشد بالایی شود و راحتی انجام میها از خاک به

ها مقدار زیادی از این باکتریتوان بهبرخوردار است. بنابراین می
 لیسباسیلوس سوبتیدر زمان اندک دست یافت و استفاده از 

عنوان منبع ریبوفلاوین برای انجام استخراج شده از خاک به
صرفه  بهتر و مقرونکارهای تحقیقاتی و مصارف صنعتی راحت

 است.
توان به این نکته ، میبا سایر تحقیقات سه مطالعه حاضراز مقای

های ایزوله شده از خاک منابع توانمند و باکتریدست یافت که 
-(. هم1۴و  6 ،2مناسبی برای تولیدات بیولوژیکی هستند )

جداسازی شده از خاک مناطق  لیسسوبتیباسیلوس چنین 
ن ژ CbiCژن  بوده ومولد ریبوفلاوین  تواندمی مختلف

را  ریبوفلاوینتوانایی تولید  تولیدکننده این ویتامین بوده و
سازی در روند بهینه کاربردیاین مهم یک دستاورد  وداراست 

در نظر گرفته تواند میصنعتی و کاربردهای بیوتکنولوژیکی 
با توجه به وجود انواع تولیدکنندگان که طوری-به شود.

نظر  با در توانمی مختلفهای مناطق در خاکریبوفلاوین 
 مولد ریبوفلاوینهای دیگر باکتری نتیکیژگرفتن خصوصیات 

 ژنتیکیهای مهندسی ژنتیک در تلفیق خصوصیات از روش
شود که دارای  ریبوفلاوینی تولیدمتفاوت استفاده شود تا 

 خصوصیات بارز دلخواه باشد. 
 گیرینتیجه

های ونه، نممختلف خاکدر این مطالعه با استفاده از منابع 
هایی از گری اولیه نمونهطی غربالو  ندسازی شدخاک خالص

های از انواع خاک مولد ریبوفلاوین لیسسوبتی باسیلوس

دست آمد که نشان دهنده پتانسیل بالای همناطق مختلف ب
-از این نتایج می .است ریبوفلاویندر تولید خاک های باکتری

سازی های بهینهایهتوان در جهت مهندسی ژنتیک و کاربرد جد
-شده در صنعت استفاده نمود به این ترتیب در حالت اول می

طور مستقیم از این باکتری در جهت تولید ریبوفلاوین توان به
ه وحشی که قدرت برای تولید جدایاین  و ازاستفاده نمود 

با ایجاد  چنینبهره گرفت. هم دهداز خود نشان می ریبوفلاوین
های مهار ته و حذف ژنتیکی اپرانهای جهش یافجدایه

ها را به یک توان آن، میریبوفلاوینکاتابولیکی تولید 
های ژندر گام بعدی  نمود.العاده تبدیل تولیدکننده فوق

های لیسسوبتیباسیلوس که از  ریبوفلاوینتولیدکننده 
هایی که خود توان در باکتریمیرا   انددست آمدههگوناگون ب

ند اما مناسب برای کلون کردن یستن یبوفلاوینرتولیدکننده 
عنوان گیرنده بهتا باکتری دادقرار  های خارجی هستندژن

را ویتامین عمل کند و این  ریبوفلاوینکارخانه تولیدکننده 
توان با ایجاد جهش در چنین میتر تولید نماید. همهرچه بیش

ه این عمل تولید آن را افزایش داد ک ریبوفلاوینکنندگان دتولی
 Xو نیز پرتوهای  EMSتوسط بسیاری از مواد شیمیایی مانند 

تر منظور افزایش بیشبر این به. علاوهاستپذیر امکان UVو 
های مولد توان به پروتوپلاست فیوژن سویهمی ریبوفلاوینتولید 

های مدرن جهت ارتقاء با تکنیکو  اشاره کرد ریبوفلاوین
توسط  ریبوفلاوینفزایش تولید و نیز ا ریبوفلاوینکیفیت 

پیشرفته پرداخت. در های تولیدکنندگان آن به کمک روش
تولید شده که دارای ارزش  ریبوفلاوینسازی خالص با نهایت

های بومی کشور در از باکتری  استکاربردی در صنایع مختلف 
 .  مند شدبهرهبهینه  صورتبه عتیصنجهت تولیدات 

 سپاسگزاری
لین محترم در دانشکده علوم زیستی و مدیریت و از کلیه مسئو

کارکنان آزمایشگاه محمودیه دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران 
شمال که در انجام کارهای آزمایشگاهی این تحقیق کمال 

 گردد.اند، سپاسگزاری و تشکر میهمکاری را مبذول فرموده
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سازی مواد غذایی از نظر منابع ریبوفلاوین فاکتوری برای غنی
خصوص در آن تحقیق روی لبنیات و شیر اند بهمعرفی شده

سویا بررسی انجام گرفته است و برای تولید این محصولات 
 استها پیشنهاد شده استفاده از باکتری B2غنی از ویتامین 

گولباچ و همکاران درسال  (. در تحقیق دیگری که توسط۵)
انجام شده است چنین گزارش شده که ریبوفلاوین  201۴

فاکتور ضروری در نیازهای غذایی انسان و حیوانات محسوب 
های اخیر تولید اقتصادی آن از طریق شود و در سالمی

کپک و  لیسباسیلوس سوبتیهایی نظیر باکتری میکروارگانیسم
(. در 8انجام گرفته است ) کاندیدا فاماتاو مخمر  آشبایا گوسپی

استخراج شده از  لیسباسیلوس سوبتیاین تحقیق نیز باکتری 
باسیلوس خاک منبع تولید این ویتامین معرفی شده است. 

-میزان زیادی در خاک وجود دارد و استخراج آنبه لیسسوبتی
از سرعت رشد بالایی شود و راحتی انجام میها از خاک به

ها مقدار زیادی از این باکتریتوان بهبرخوردار است. بنابراین می
 لیسباسیلوس سوبتیدر زمان اندک دست یافت و استفاده از 

عنوان منبع ریبوفلاوین برای انجام استخراج شده از خاک به
صرفه  بهتر و مقرونکارهای تحقیقاتی و مصارف صنعتی راحت

 است.
توان به این نکته ، میبا سایر تحقیقات سه مطالعه حاضراز مقای

های ایزوله شده از خاک منابع توانمند و باکتریدست یافت که 
-(. هم1۴و  6 ،2مناسبی برای تولیدات بیولوژیکی هستند )

جداسازی شده از خاک مناطق  لیسسوبتیباسیلوس چنین 
ن ژ CbiCژن  بوده ومولد ریبوفلاوین  تواندمی مختلف

را  ریبوفلاوینتوانایی تولید  تولیدکننده این ویتامین بوده و
سازی در روند بهینه کاربردیاین مهم یک دستاورد  وداراست 

در نظر گرفته تواند میصنعتی و کاربردهای بیوتکنولوژیکی 
با توجه به وجود انواع تولیدکنندگان که طوری-به شود.

نظر  با در توانمی مختلفهای مناطق در خاکریبوفلاوین 
 مولد ریبوفلاوینهای دیگر باکتری نتیکیژگرفتن خصوصیات 

 ژنتیکیهای مهندسی ژنتیک در تلفیق خصوصیات از روش
شود که دارای  ریبوفلاوینی تولیدمتفاوت استفاده شود تا 

 خصوصیات بارز دلخواه باشد. 
 گیرینتیجه

های ونه، نممختلف خاکدر این مطالعه با استفاده از منابع 
هایی از گری اولیه نمونهطی غربالو  ندسازی شدخاک خالص

های از انواع خاک مولد ریبوفلاوین لیسسوبتی باسیلوس

دست آمد که نشان دهنده پتانسیل بالای همناطق مختلف ب
-از این نتایج می .است ریبوفلاویندر تولید خاک های باکتری

سازی های بهینهایهتوان در جهت مهندسی ژنتیک و کاربرد جد
-شده در صنعت استفاده نمود به این ترتیب در حالت اول می

طور مستقیم از این باکتری در جهت تولید ریبوفلاوین توان به
ه وحشی که قدرت برای تولید جدایاین  و ازاستفاده نمود 

با ایجاد  چنینبهره گرفت. هم دهداز خود نشان می ریبوفلاوین
های مهار ته و حذف ژنتیکی اپرانهای جهش یافجدایه

ها را به یک توان آن، میریبوفلاوینکاتابولیکی تولید 
های ژندر گام بعدی  نمود.العاده تبدیل تولیدکننده فوق

های لیسسوبتیباسیلوس که از  ریبوفلاوینتولیدکننده 
هایی که خود توان در باکتریمیرا   انددست آمدههگوناگون ب

ند اما مناسب برای کلون کردن یستن یبوفلاوینرتولیدکننده 
عنوان گیرنده بهتا باکتری دادقرار  های خارجی هستندژن

را ویتامین عمل کند و این  ریبوفلاوینکارخانه تولیدکننده 
توان با ایجاد جهش در چنین میتر تولید نماید. همهرچه بیش

ه این عمل تولید آن را افزایش داد ک ریبوفلاوینکنندگان دتولی
 Xو نیز پرتوهای  EMSتوسط بسیاری از مواد شیمیایی مانند 

تر منظور افزایش بیشبر این به. علاوهاستپذیر امکان UVو 
های مولد توان به پروتوپلاست فیوژن سویهمی ریبوفلاوینتولید 

های مدرن جهت ارتقاء با تکنیکو  اشاره کرد ریبوفلاوین
توسط  ریبوفلاوینفزایش تولید و نیز ا ریبوفلاوینکیفیت 

پیشرفته پرداخت. در های تولیدکنندگان آن به کمک روش
تولید شده که دارای ارزش  ریبوفلاوینسازی خالص با نهایت

های بومی کشور در از باکتری  استکاربردی در صنایع مختلف 
 .  مند شدبهرهبهینه  صورتبه عتیصنجهت تولیدات 

 سپاسگزاری
لین محترم در دانشکده علوم زیستی و مدیریت و از کلیه مسئو

کارکنان آزمایشگاه محمودیه دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران 
شمال که در انجام کارهای آزمایشگاهی این تحقیق کمال 

 گردد.اند، سپاسگزاری و تشکر میهمکاری را مبذول فرموده
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