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چکیده
اي از محصـولات کشـاورزي و موادغـذایی رشـد نمـوده و بـا تولیـد        تواند روي طیف گستردهمیAspergillus flavusقارچ 

اسـت  مهـار زیسـتی  عواملفلاتوکسین، استفاده ازآهاي مناسب براي کنترل یکی از روش. شودهاآنفلاتوکسین موجب آلودگی آ
آنتاگونیسـت جداسازي و شناسایی جدایه برتـر  ،هدف از این پژوهش. پذیر استامکانمؤثرآنتاگونیست هاي که با کاربرد باکتري

دسـت آوردن  هسـازي برخـی شـرایط رشـد آن بـراي ب ـ     علیه این قارچ روي پسته و سپس طراحی یک محیط کشت صـنعتی و بهینـه  
Bacillus amyloliquefaciensبـاکتري  ة تـود حداکثر زیسـت  UTB96 غلظـت درصـد  38/98میـزان بـه سـویه توانسـت   ن ای ـ.بـود

فلاتوکسین تولید آکاهش میزان چنینهمتوانایی بالایی در جلوگیري از رشد قارچ و چنینهم.در پسته کاهش دهدفلاتوکسین را آ
شد قارچ را کاهش درصد ر44/14میزانبهتوانست UTB96سویه ار ترکیبات فرّعلاوه بر این،. نشان داددرصد99/95میزان بهشده 
بـاکتري  ةتـود بر تولیـد زیسـت  هاآنبرمن، از نظر میزان اثر ترین فاکتورهاي محیطی با استفاده از طرح آزمایشی پلاکتمؤثر.دهد

باکتري در محیط کشت طراحی شده بـا اسـتفاده از فاکتورهـاي    ةتودسازي تولید زیستدر نهایت بهینهه وآنتاگونیست، غربال شد
تواننـد  لیتر میگرم بر2و 10هاي ترتیب در غلظتبهنتایج نشان داد که ملاس نیشکر و شربت خیسانده ذرت . انجام شدغربال شده 

در ایـن  هتـود زیست حداکثر یند براي تولید آعنوان منابع کربن و ازت صنعتی در تولید مورد استفاده قرار گیرند و شرایط بهینه فرهب
در نهایت با اعمـال ایـن نقـاط بهینـه در     . بود1:23ازتبهو نسبت کربن درجۀ سلسیوس30ماي ، د7معادل pHمحیط کشت شامل 

گرم بر لیتر و میزان قدرت آنتاگونیستی افزایش 17/0زةاندابهمحیط رشد باکتري در شرایط فرمانتور نیمه صنعتی میزان زیست توده 
.دهد که بررسی ملکولی آن در حال انجام استنشان میB. velezensisه هایی با گوناین تحقیق شباهتBacillusگونۀ .پیدا کرد

Aspergillus flavus،Bacillus، ترکیبات فرّار، برمنپلاکت،فلاتوکسینآ:هاي کلیديواژه amyloliquefaciens

مقدمه
ــارچ  ــترAspergillus flavusق ــیعی از ةروي گس وس

و بـا تولیـد   محصولات کشاورزي و مواد غذایی رشد نموده
. شـــودمـــیهـــاآنســـم آفلاتوکســـین موجـــب آلـــودگی  

ــوده، مقــدار هــا ســمی و ســرطانآفلاتوکســین در هــاآنزا ب
دقــت بررســی شــده و در اغلــب  محصــولات کشــاورزي بــه

ــین هــاآنکشــورها حــد مجــاز  ــا 5ب ــانوگرم در گــرم 15ت ن
هزار تن پسته در سال 315ایران با تولید. مشخص شده است

تولیـــد جهـــانی را دارددوممقـــام ز آمریکـــا پـــس ا، 2016

)FAO, 2016 .(ــینآ ــی از  فلاتوکســ ــروه بزرگــ ــا گــ هــ
ــه مایکوتوکســین ــوان یکــی از ســمیهــا هســتند و ب ــرین عن ت

فلاتوکسـین عامـل   آ. آینـد حساب میبههاي قارچی متابولیت
فلاتوکسیکوز در انسان و حیوانـات شـناخته شـده و    آبیماري 

شـوند کـه از   در حیوانات مـی ات نامطلوبتأثیرباعث برخی 
استفراغ، کم وزنی و بافت مردگـی حـاد   بهتوان آن جمله می

تا انواع مختلف سرطان و در برخـی از مـوارد، مـرگ اشـاره     
Kumar(کرد  et al., 2016;Eaton & Groopman, 1994;

Pestka & Bondy, 1990 .(
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ــق ترشــح متابولیــت آنتاگونیســت ــا از طری هــاي ضــد ه
از طریق رقابـت  چنینهمکننده و هاي تجزیهزیممیکروبی، آن

عمـدتاً عوامل میکروبیاین . کنندبراي مکان و غذا عمل می
زا توکسـین عوامل بیمارگري غذایی و فضایی طبیعی هانامک

ــا    ــرده و ب ــغال ک ــاآنرا اش ــی ه ــت م ــدرقاب ــات . کنن ترکیب
مســتقیم روي تــأثیربــا تــاضــدقارچی ایــن توانــایی را دارنــد

ــاري فاکتو ــاي بیم ــین  ره ــه توکس ــارچ از جمل ــی ق ــا و زای ه
طــور غیرمسـتقیم باعــث  ههـاي خــارج سـلولی و نیــز ب ـ  آنـزیم 

فلاتوکسین شـده و یـا از   آزایی و تخریب فاکتورهاي بیماري
ــار   ــکیل و انتشــــ ــاآنتشــــ ــد هــــ ــوگیري کننــــ جلــــ

)Ciegler et al., 1966; Shifa et al., 2016.(  بعضـی از
هـاي گیـاهی   ي کنتـرل بیمـاري  مفید بـرا يهامیکروارگانیسم
صورت تجاري هاي مختلفی در دنیا تولید و بهتوسط شرکت

هاي مربوط اما متأسفانه اطلاعات و داده. انددنیا عرضه شدهبه
ها و شرایط بهینـه کمـی و کیفـی    وردهآتولید این فرةنحوبه

ــوط  ــهمرب ــد  ب ــد تولی ــاآنفراین ــیاري از   ه ــت و بس ــم اس ک
صورت محرمانه براي بهاطلاعات را هاي تجاري اینشرکت

پـس  . دهنـد خود حفظ کرده و در دسترس سایرین قرار نمـی 
سازي تولید تجاري این گونه محصولات اهمیت بحث بومی

.کندبالایی پیدا می
ــم  ــی از میکروارگانیسـ ــاي یکـ ــتفاده در  هـ ــورد اسـ مـ

ــتی ــارچ   مهارزیسـ ــد قـ ــی آن روي رشـ ــرات کنترلـ ــه اثـ کـ
توکسـین آن مـورد بررسـی قرارگرفتـه     آسپرژیلوس و میزان آفلا

باشـد مـی UTB96Bacillus amyloliquefaciensاست، باکتري
B. subtilisکه در مطالعات قبلی بـا نـام    UTB96  مـورد بررسـی

).Afsharmanesh & Ahmadzadeh, 2016(قرارگرفتـه اسـت   
و عوامل میکروبیگونه شرایط تولید تجاري اینبهلذا بایستی 

در حجم بـالا و فرمولاسـیون مناسـب    هاآنتولید سازي بهینه
ضرورت انجام این تحقیق، بـالا بـردن   . توجه ویژه شودهاآن

ینـد  آتولید شـده در فر کنترل بیولوژیککیفیت محصولات 
هـا آنسازي شرایط محیط کشت تولید تجاري از طریق بهینه

از میان ترکیبات ضد میکروبی، پتانسـیل لیپوپپتیـدهاي   . است
هاي سورفکتین، ایتـورین و فنجایسـین بـراي    ي خانوادهحلقو

خــاطر خاصــیت بــهکاربردهــاي بیوتکنولــوژي و داروســازي 
ــورفکتانتی  ــاآنس ــه ــت  هب ــده اس ــناخته ش ــوبی ش ــد . خ تولی

ــري  گــروه ــدها باعــث برت هــاي ســویههــاي مختلــف لیپوپپتی
هــاي اکولــوژیکی در جایگــاههــاآنةباســیلوس تولیــد کننــد

ید عوامل کنترل بیولوژیک در مقیاس بالا براي تول.شوندمی
یکی از تمهیـدات مهـم و لازم، پیـدا کـردن مـواد      ،و صنعتی

صـرفه بـا   بهخام اولیه مناسب و طراحی محیط کشت تجاري 
هـاي ایـن مـواد    تـرین ویژگـی  از مهـم . ستاهاآناستفاده از 

داشتن صرفه اقتصادي و در دسـترس بـودن اشـاره    بهتوان می
دات با مقیاس بالا محیط کشت بایستی حداکثر در تولی. کرد

و کیفیت محصول را با حـداقل  بایومس یا زیست توده تولید 
اســتفاده از ترکیبــات . (Lewis, 1991)هزینــه فــراهم نمایــد 

عنـوان منـابع   تجاري یا جانبی صنایع غذایی و کشـاورزي بـه  
تواند تا حدودي گره از خاطر ارزان بودن میهکربن و ازت ب

لات پـیش روي تولیـد تجـاري عوامـل بیولوژیـک بـاز       مشک
بهینه نمودن شرایط اثرگذار ). Zabriskie et al. 1980(نماید 
هاي شیمیایی و چـه فراینـدهاي   یندها چه از نوع فرایندآبر فر

در یـک فراینـد زیسـتی    . زیستی امري ضروري و مهم اسـت 
هـاي کشـت ایزولـه    هاي زنده در محیطمانند تولید ارگانیسم

مانند دما، مؤثرمانند فرمانتورها، لازم است برخی فاکتورهاي 
pH    مغـذي، در راسـتاي   ، منابع غـذایی مختلـف، عناصـر ریـز

یکـی از  . هدف مـورد نظـر از فراینـد، بهینـه شـوند     بهرسیدن 
سازي فرایندها استفاده هاي نوین و دقیقی که براي بهینهروش

راي روش سـطح پاسـخ ب ـ  . شود، روش سطح پاسـخ اسـت  می
تعیین محیط غذایی، اینوکولوم و شرایط محیطی بهینه، براي 

با موفقیت مورد استفادهB. subtilisتولید سورفکتین توسط باکتري
). Sen, 1997; Sen & Swaminathan, 2004(قرار گرفتـه اسـت   

بـراي افـزایش تولیـد سـورفکتین     چنینهمروش سطح پاسخ 
ــاکتري   ــط بـ Pseudomonasتوسـ aeruginosa AT10

)Abalos, 2002(،ــویه ــک  ســـ ــایی پروبیوتیـــ باکتریـــ
Lactococcus lactis،Streptococcus thermophilus

)Rodrigues, 2006 ( ــاکتريو Bacillus licheniformisب

بـا  RG1هـا و پروتئـاز   زمـان بیوسـورفاکتانت  براي تولید هـم 
هاي محصولات کشاورزي ماننـد نشاسـته   استفاده از باقیمانده

عنوان منابع کـربن و ازت مـورد   ترتیب بهبهآرد سویا ذرت و 
ایــن روش ).Ramnani, 2005(اســتفاده قرارگرفتــه اســت 

کند تا بهترین محیط کشت را صنعت کمک میبهسازي بهینه
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ترین شرایط محیطی تر طراحی نمایند تا مطلوبارزانبستربا 
ف از هـد .را براي بهبود تولید بیوسورفاکتانت استفاده نمایند

ــاکتري پروبیوتیـــک  ــر، بررســـی خـــواص بـ تحقیـــق حاضـ
B. amyloliquefaciens خــواص کنترلــی ایــن چنــینهــمو

و سپس ایجـاد شـرایط بهینـه    A. flavusجدایه بر روي قارچ 
.باشدسازي تولید باکتري می

هامواد و روش
ــازي  ــداري جداســ ــت و نگهــ ــاکتري آنتاگونیســ -بــ

تصـادفی، از منــاطق  صــورت همیــوه پسـته ب ـ ازبـرداري  نمونـه 
جداسـازي ه و کاري استان کرمان صورت گرفتمختلف پسته
منظور نگهداري کوتـاه مـدت در   بهسپس . شدباکتري انجام

هـاي حـاوي   ویالبهباکتري ، یخچالدرجۀ سلسیوس 4دماي
MgSo4  بـراي نگهـداري طـولانی    و یک دهم مولار منتقـل

.ده شداستفاروش شاد و همکاران، از گلیسرول بهمدت 
هـاي فیزیولوژیـک، بیوشـیمیایی و مرفولوژیـک     آزمون

آزمون کاتالاز، آزمون لیستیناز، تولید براي شناسایی باکتري
اندول، هیدرولیز کازئین، ژلاتین، نشاسته، تحمل نمک طعام 

هــا، اســتفاده از ، تولیــد اســید از کربوهیــدرات)درصــد7-2(
آزمـون  سیترات، رشـد غیرهـوازي در محـیط مـایع گلـوکز،      

ــایع و    ــد در محــیط غــذایی م ــاي رش حــداقل و حــداکثر دم
روش شـاد و همکـاران انجـام    بـه آمیزي اسپور رنگچنینهم

Schaad(شد  et al, 2001.(
ژنـومی بـاکتري بـا    DNA-شناسایی مولکولی بـاکتري 

؛ گــرین و ســام  2008منــدوزا و همکــاران، (CTABروش 
ــروك، ــد و  ) 2012ب ــتخراج ش ــهاس ــابی  ب ــور ارزی DNAمنظ

استخراج شده از روش الکتروفورز ژل آگـارز یـک درصـد    
اي پلیمـراز بـراي تکثیـر    سـپس واکـنش زنجیـره   . استفاده شد

ــتفاده از آغازگرهــــاي16SrDNAژنــــی ۀناحیــــ ــا اســ بــ
PAF (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 5)و'-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3')PARکمـک  به
تغییـرات انجـام   چرخه بـا انـدکی  38دستگاه ترموسایکلر در 

16Sقطعات حاصل از توالی ). 2010ذکریا و همکاران (شد 

rDNAشرکت بهمنظور تعیین توالی بهBioneer کره جنوبی
هـا  پس از دریافت نتیجه توالی نوکلئوتیدي نمونه. ارسال شد

شــد و ســپس تــوالی   اصــلاحBioEditافــزار توســط نــرم 

ــه ــتبـ ــاهدسـ ــده در پایگـ ــايآمـ وNCBI ،EzTaxonهـ
16SrDNAهاي موجود مقایسه و براسـاس بـالاترین   با توالی

ها بـا اسـتفاده   طبقه بندي توالی. میزان شباهت شناسایی شدند
انجــام شــد و درخــت فیلــوژنتیکی Clustal Wافــزار از نــرم

و با آزمـون اعتبارسـنجی   Neighbor joiningبراساس روش 
)Bootstrap (1000فزار اتکرار، با استفاده از نرمMEGA5-

.رسم شد
A. flavusســویهکشــت متقابــل بــاکتري بــا     R5-

بـاکتري در دو  ) 1989(براساس روش هاجدورن و همکاران
هـاي پتـري حـاوي    نقطه بـا فاصـله یکسـان از مرکـز تشـتک     

PDA-NA ســـپس یـــک قطـــره از   . کشـــت داده شـــدند
.سوسپانسیون اسپور قارچ در مرکز هر پتري قرار داده شد

فلاتوکسـین روي مغـز   آي در کـاهش میـزان   باکترتأثیر
ها در طـول  ابتدا با استفاده از اسکالپل، روي مغز پسته-پسته

سـپس سوسپانسـیون   . درز پوسته استخوانی زخمی ایجاد شـد 
هـاي زخمـی   تهیـه و پسـته  لیتـر  در میلی107باکتري با غلظت 

در هـر  . ور شدنددقیقه در این سوسپانسیون غوطه20مدت به
10قــرار داده شــد و ) عــدد5(ه گــرم پســته زخمــی پتــري د

محـل  بـه 104میکرولیتر از سوسپانسیون اسپور قارچ با غلظـت  
روز در 6مـدت  بـه پتـري ظـروف  زخم هر پسته تزریق شـد،  

تولیـد  B1فلاتوکسینآآنانکوباتور نگهداري شدند پس از 
استخراج و میزان ) 2005(طبق روش تنیولا و همکاران شده

.گیري شدهآن انداز
بـــاکتري در جلـــوگیري از رشـــد و کـــاهش    تـــأثیر

کشـت داده شـد و   LBابتدا باکتري در محیط -فلاتوکسینآ
ــی  ــک میل ــپس ی ــت  س ــر از کش ــاکتري  18لیت ــن ب ــاعته ای س

لیتـر  میلـی 25میلـی لیتـري حـاوي    100ارلـن هاي فلاسکبه
زمـان یـک   اضـافه شـده و هـم   PDB+LBمحیط کشت مایع 

، تهیـه و  لیتردر میلیاسپور قارچ104انسیون لیتر از سوسپمیلی
روز روي شـیکر  7پـس از  . ارلـن اضـافه شـد   فلاسـک هربه

هـاي میسـیلیومی   تودهدرجۀ سلسیوس30انکوباتور در دماي 
کمک کاغذ صافی از محیط کشت جدا شده و در آون در به

ــاي  ــه 60دم ــیوس درج ــدند سلس ــک ش ــک . خش وزن خش
تولید شـده تعیـین شـد   B1سینفلاتوکآو بهمیسیلیوم محاس

).2005تنیولا و همکاران، (
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ــأثیر ــرّ ت ــات ف ــد  ترکیب ــوگیري از رش ــاکتري در جل ار ب
این آزمون مطـابق روش فیـدامن و روزال   -میسیلیومی قارچ

. گرفتبا کمی تغییرات انجام ) 1993(
از رشـد  برون سلولی باکتري در جلوگیريةعصارتأثیر

قـارچ  اسـپور سوسپانسون –جامد در محیط میسیلیومی قارچ
پــس از PDAمحــیط کشــت بــهلیتــردر میلــی105بــه میــزان

سه چاهـک  . منتقل شدپتريظروف بهاتوکلاو اضافه شده و 
200پتـــري ایجـــاد و بلافاصـــله حـــدود ظـــرف درون هـــر 

هر چاهک اضافه بهبرون سلولی باکتري ةمیکرولیتر از عصار
لی باکتري، این سـویه در  برون سلوةمنظور تهیه عصاربه. شد

درجـۀ  37سـاعت در دمـاي   48مـدت  بـه محیط کشت مـایع  
مـدت  بـه در شـیکرانکوباتور رشـد کـرده و سـپس     سلسیوس

و در مرحلـه آخـر   شـد سـانتریفوژ  g10000پانزده دقیقـه در  
. شـد عبـور داده  2/0هاي باکتري از فیلتر بدون سلولةعصار

ــس از    ــه پ ــزان هال ــداري در 72می ــاعت نگه ــه30س درج
. گیري شداندازهسلسیوس
هاي خارج سلولی در جلـوگیري از رشـد   متابولیتتأثیر

درصـد از  50و 25، 10هـاي  غلظـت در محیط مـایع -قارچ
تهیـــه و PDBخـــارج ســـلولی در محـــیط کشـــت ةعصـــار

ــیون  ــارچ 104سوسپانس ــپور ق ــهاس ــدب ــافه ش ــس از . آن اض پ
رشـد قـارچ بـا    ، میـزان 30روز در دماي 7مدت بهنگهداري 

گیري وزن خشک توده میسیلیومی تولیـد شـده تعیـین    اندازه
ــا محــیطدر. شــد ــا عصــارةروش اخــتلاط ب بــرون ســلولی ب

ــت ــاي غلظ ــه50و 25، 10ه ــیط ب ــافه و درون PDAمح اض
سپس سوسپانسیون اسپور در وسـط  . پتري ریخته شدظروف 

-میزان بازدارندگی از طریـق انـدازه  وهر تشتک قرارگرفت

.شدبهیري قطر رشد محاسگ
برون سـلولی در جلـوگیري از جوانـه زنـی     ةعصارتأثیر

ــپور ــه-اس ــاران  ب ــارا و همک ــد ) 2003(روش چیت ــام ش . انج
لیتـر محـیط   از عصاره در یک میلـی 50و 25، 10هاي غلظت
PDB پـس از ده سـاعت   . شداضافه 104تهیه و سوسپانسیون

، ه سلسـیوس درج ـ30نگهداري در شرایط تاریـک و دمـاي   
ــزده توســـط       ــه نـ ــپورهاي جوانـــه زده و جوانـ ــداد اسـ تعـ

اسـپور  100در هـر تکـرار   . دشمیکروسکوپ نوري شمارش 
.شدبهشمارش شده و درصد اسپورهاي جوانه زده محاس

ــأثیر ــاکتري در کــاهش میــزان ت فلاتوکســین محــیط آب
ــت ــت  200-کش ــر از کش ــاکتري در  18میکرولیت ــاعته ب س

، ppm2حـاوي PDBلیتر محیط مـایع  میلی5بهمحیط مایع 
ــین آ ــد B1فلاتوکس ــافه ش ــس از . اض ــیکر 5پ روز روي ش

فلاتوکسـین  آ، میـزان  درجـۀ سلسـیوس  30انکوباتور و دماي 
.گیري شداندازه) 2005(روش تنیولا و همکاران به

در جلـوگیري  مؤثراستخراج ترکیبات ضدقارچی 
از رشد قارچ

ةعصـار -ولی بـاکتري استخراج لیپوپپتیدهاي برون سـل 
و ساعته باکتري تهیـه  72برون سلولی باکتري، پس از کشت 

بعـد ۀدر مرحل ـ.انجام شد)2007(ژنگ و همکاران روشبه
کمـک دسـتگاه روتـاري حـذف و رسـوب      بـه حلال متـانول  

.میلی مولار حل شد50لیتر بافر فسفات میلی2حاصل در 

اسـتخراج  -فلاتوکسین از محیط کشت مایعآاستخراج 
افلاتوکسین موجود در محیط کشت مایع با استفاده از حلال 

انجـام  ) 2005(روش تنیولا و همکـاران  براساسکلروفورم و 
ــر ســپس افلاتوکســین خشــک شــده در یــک میلــی . شــد لیت

ــدازه     ــراي ان ــس ب ــد و پ ــل ش ــورم ح ــزان  کلروف ــري می گی
.استفاده شدHPTLCفلاتوکسین تولید شده از روش آ

ها توسط باکتري برخی آنزیمبررسی تولید
تجزیــه و هیــدرولیز نشاســته،آزمــون هیــدرولیز چربــی

ــیر  ــروتئین ش ــاران  پ ــاد و همک ــاس روش ش و ) 2001(براس
)1995( مطابق روش مارهوفر و همکارانهیدرولیز پروتئین

. با اندکی تغییر استفاده شد
تنهایی بهبررسی اثر محصولات جانبی برخی صنایع 

لید باکتريبر میزان تو
در این مرحله پتانسیل ترکیبات تجاري یا پسماند برخی 

ــکر،     ــلاس نیش ــد، م ــلاس چغندرقن ــد م ــنایع مانن ــتهص نشاس
عنـوان  زمینی و سرم شیر در حمایت از رشد بـاکتري بـه  سیب

طـور  هایـن ترکیبـات ب ـ  . یک بسـتر رشـد آمـاده بررسـی شـد     
جداگانه بدون اضافه کردن هیچ ترکیبی براي رشـد بـاکتري  

ترکیبات خام استفاده شده در این . مورد استفاده قرار گرفتند
مرحله در سه غلظت متفاوت براي رشد باکتري فراهم شدند 

با غلظـت  عنوان منبع ازت بهمخمر ةعصارسپس ). 1جدول(
ترکیبات خام در سـه  وها اضافه تمامی محیطبهگرم بر لیتر 3
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بـراي هـر   . کـار رفتنـد  هغلظت متفاوت براي رشد بـاکتري ب ـ 
تکـرار انجـام گرفـت و نتـایج آن بـراي      3کدام از ترکیبـات  

.دست آمدهآنالیز آماري ب
ترکیبات تجاري خـام مـورد اسـتفاده بـراي رشـد      -1جدول

.هاهاي مختلف آنباکتري و غلظت
Table1. The different concentrations of raw commercial
compounds to bacterial growth.

Different
concentration levelsCarbon source

1 2 3
402010Sugarbeet molasses (g/l)
402010Sugarcane molasses (g/l)
755025Potato starch (v/v)

300200100Milk serum (%)

ــابع مختلــف ازت آلــی و معــدنی   بررســی اثــر من
ن بر میزان تولید باکتريهمراه منبع کرببه

پس از انتخاب منبع کربن مناسب در مرحله قبل، این منبع در 
تلفیق با چندین منبع ازت براي رشـد بـاکتري مـورد اسـتفاده     

تکـرار  3براي هر کدام از ترکیبـات  . )2جدول(قرار گرفت
.ددست آمههاي آن براي آنالیز آماري بدرنظر گرفته شد و داده

همـراه یـک   ع مختلـف ازت مـورد اسـتفاده بـه    مناب-2جدول
هـاي مختلـف   منبع کربن ثابت براي رشـد بـاکتري و غلظـت   

.هاآن

Table 2. The concentration levels of different

nitrogen sources and one carbon source to bacterial

growth.

Different concentration levels (g/l)
Carbon source

1 2 3
842Corn steep
31.50.5Pure urea

5.22.61.3Urea fertilizer
020(NH4)2SO4

020NH4H2PO4

020Pepton
030Yeast extract

تعیین درصد عناصر منابع کربن و ازت انتخابی
س مـلا -هـا خشک کردن و تعیـین وزن خشـک نمونـه   

صورت مایع تهیـه شـده   نیشکر و شربت خیسانده ذرت که به
صـورت پـودر   هـا بایسـتی بـه   بود براي تعیین وزن خشک آن

ترتیـب  ایـن دو ترکیـب کـه بـه    . شـدند خشک در آورده می

عنوان منابع اصلی کـربن و ازت در ایـن پـژوهش انتخـاب     به
صورت پودر خشک در لیز بهیشدند با استفاده از دستگاه لیوف

میــزان مــاده خشــک ایــن پــودر بــراي محاســبه. ورده شــدندآ
حیط کشت، مـورد اسـتفاده   ترکیبات مایع در طول طراحی م

.قرار گرفت
تعیین درصد عناصر کربن، نیتروژن و هیدروژن موجود 

براي آنالیز عناصر کربن، ازت و نیـز  -در منابع کربن و ازت
CHN Analyzerهیـــدروژن ایـــن ترکیبـــات، از دســـتگاه 

. مایشگاه شیمی دانشگاه تربیـت معلـم کـرج اسـتفاده شـد     آز
گـرم از پـودر خشـک    یـک براي آنالیز این ترکیبات میـزان  

شده ملاس نیشکر و شربت خیسانده ذرت براي آنـالیز مـورد   
.استفاده قرارگرفت

ة تـود میزان تولید زیست-سنجش زیست توده باکتري
د سـنجش  روش وایت و همکاران با تغییراتـی مـور  باکتري به

هاي مختلفی از در این روش غلظت). White, 1954(گرفت 
، 5/0، 3/0، 1/0سوسپانسیون باکتري با میـزان جـذب نـوري    

مانده در روي ایـن  سلولی باقیةتودوتهیه شد5/1و 1، 7/0
درجـۀ سلسـیوس   105ظروف پس از خشک شدن در دماي 

زین ها، تومدت یک شب، با در دست داشتن وزن اولیه آنبه
بـین  ۀرابط ـاز سوي دیگر منحنی استاندارد مربـوط بـه  . شدند

620در طول مـوج  زیست توده و میزان جذب نوري باکتري
در . دست آمدهنانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر ب

مراحل مختلف آزمایش از این منحنـی بـراي تبـدیل جـذب     
.دشتولیدي آن استفاده ةزیست تودنوري باکتري به

فاکتورهاي محیطی مـؤثر در رشـد   ) Screening(غربال 
بـراي انتخـاب فاکتورهـاي اصـلی و مـؤثر از طـرح       -باکتري

شده بـا  گري، یعنی طرح فاکتوریل خردآزمایشی ویژه غربال
بـراي  . تیمار آزمایشی و با چهار نقطه مرکزي استفاده شد12

پارتو در دار از نمودار متمایز نمودن فاکتورهاي مؤثر و معنی
در ایـن مرحلـه پـنج    . اسـتفاده شـد  درصـد 99سطح احتمـال  

ــن   ــا ای ــد، ت ــرار گرفتن ــال ق ــورد بررســی و غرب ــاکتور م کــه ف
ها در تولیـد زیسـت تـوده باکتریـایی مشـخص      مؤثرترین آن

هـا انتخـاب   و برخی فاکتورها براي یافتن نقاط بهینـه آن شود
سبت ، نpHاین پنج فاکتور شامل دماي محیط کشت، .شوند

ازت، میـزان تکـان خـوردن محـیط و غلظـت نمـک       کربن به
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K2HPO4این فاکتورهـا در سـه سـطح و بـا اسـتفاده از      . ، بود
نـوع و میـزان   . من مورد ارزیابی قرار گرفتندرِروش پلاکت بِ

.آورده شده است3سطوح این فاکتورها در جدول
ــدول   ــ -3ج ــتفاده در مرحل ــورد اس ــی م ــاي محیط ۀفاکتوره

.من در سه سطح مختلفرِبا روش پلاکت بِگري غربال
Table 3. Environmental factors used in Bremenplacket

screening at three different levels.

Domain use
Independent variables

-1 0 +1
353025Temeprature (◦C)
876pH
200150100RPM
302010C/N
1/510/5K2HPO4

اده از نرم با استفپلاکت برمن هاي مربوط بهجدول داده
براسـاس ایـن طـرح پـنج     . تب طراحی شـد افزار آماري مینی

ارلـن شـاهد از نظـر    16ارلـن اصـلی و   16فاکتور مذکور در 
. میزان تأثیرشان مورد مقایسه قرارگرفتند

یـک طـرح   -سـازي تولیـد زیسـت تـوده بـاکتري     بهینه
سطح کدبندي شـده بـراي بهینـه نمـودن     5کب مرکزي با مر

نتـایج ایـن طـرح  بـا معادلـه      . فاکتورهاي منتخب استفاده شد
اي درجه دوم یا روش رگرسیون چندگانـه مطـابق   چند جمله

مدل مکعبی انتخابی براي پـیش بینـی نقطـه اپتـیمم بیـان       . بود
هـاي رگرسـیون و رسـم    تـب بـراي آنـالیز   افزار مینـی نرم. شد

.سازي مورد استفاده قرار گرفتندهاي بهینهنمودار
فـاکتور دمـا، نسـبت    سـه در این مرحله سطوح مختلـف  

پلاکـت بـرمن مـؤثر    کـه براسـاس روش  pHازت و کربن بـه 
ده بود، براساس طرح مرکب مرکـزي  شها مشخص بودن آن

دسـت آوردن  هبا ب. سطح مورد بررسی قرار گرفتند5پنج در 
تـوان  هـا مـی  و جایگـذاري آن زیریون ضرایب معادله رگرس

دست همیزان مناسب هر کدام از سه فاکتور  مذکور را براي ب
.دست آوردهبزیست توده آوردن حداکثر 

آزمون میزان تولید در فرمانتور آزمایشگاهی
آزمون میـزان تولیـد در فرمـانتور آزمایشـگاهی قبـل از      

انتخـاب  آمـده در مرحلـه  دستبهکشت محیط-سازيبهینه
لیتـر  5/1منابع کربن و ازت کـه بهینـه نشـده بـود، در حجـم      

در ایــن آزمــایش . درون فرمــانتور آزمایشــگاهی ریختــه شــد

بــراي جلــوگیري از ایجــاد کــف در ســطح محــیط کشــت و 
عنــوان ضــدکف خطــرات بعــدي آن، از روغــن کرچــک بــه

متر فرمانتور و با رعایت نکات pHپس از تنظیم . استفاده شد
هاي دسـتگاه، فرمـانتور بـا    لازم در تنظیم تهویه محفظهایمنی 

پـس از نصـب فرمـانتور بـر     . دقت داخل اتوکلاو قرار گرفت
روي هیتر و برقراري اتصالات مختلف و تنظیم دماي محـیط  

نسبت پنج درصـد در  ساعته باکتري به24کشت کشت، پیش
ــیح  ــآن تلق ــ. دش ــهۀدر مرحل ــا روي ،غیربهین ــۀ 29دم درج

ــیوس،  ــزن روي 3/7روي pHسلس ــه 160و هم دور در دقیق
.دشتنظیم 

آزمون میـزان تولیـد در فرمـانتور آزمایشـگاهی پـس از      
آمده براي سـه  دستبهدر این مرحله نقاط بهینه -سازيبهینه

ازت بـر محـیط فرمـانتور    و نسـبت کـربن بـه   pHفاکتور دما، 
درجـۀ  30دماي بهینه اعمال شده در ایـن مرحلـه   . اعمال شد

7بهینـه حـدود   pHو 1:23ازت لسیوس، نسبت کـربن بـه  س
سایر شرایط مانند ترکیبات معـدنی شـبیه محـیط کشـت     . بود

عنوان یک ترکیب سازي بود و روغن کرچک بهقبل از بهینه
محـیط  گرم بر لیتر بـه 4/0میزان ضدکف در این مرحله نیز به

.کشت اضافه شد
عتیصنآزمون میزان تولید در فرمانتور نیمه

صـنعتی بـا بـاکتري    زنی محیط کشت فرمانتور نیمـه مایه
UTB96-در درصـد 1میـزان  میـزان  بـه کشت باکتري پیش

شرایط استریل زیـر هـود داخـل فلاسـک تلقـیح کـه از قبـل        
ــانتور    ســترون ــر روي فرم ــپس ب ــه شــد و س ــود ریخت ــده ب ش

کشـت پـس   در این مرحله محیط پیش. صنعتی نصب شدنیمه
داخل فرمانتور، اجازه داده شـد  یر ورود بهشدن مسستروناز 

دماي محیط کشـت داخـل فرمـانتور    . که در آن تلقیح گردد
تنظـیم 3/7محیط روي pH. درجۀ سلسیوس تنظیم شد29روي 

میزان .انجام شدair liftطریق و هوادهی در این فرمانتورها به
.ساعت مورد سنجش قرار گرفت8تولید زیست توده پس از 

صــنعتی قبــل از میــزان تولیــد در فرمــانتور نیمــهآزمــون 
ــه ــازيبهین ــانتور     -س ــده در فرم ــی ش ــت طراح ــیط کش مح

شـرکت  air liftسـازي، از فرمـانتور   صنعتی قبل از بهینـه نیمه
براي این منظور ابتـدا  . دشگرا استفاده فناوري زیستی طبیعت

شـد صورت غلیظ تهیه لیتر به2محیط کشت اصلی در حجم 
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، محــیط کشــت درون فلاســک تلقــیح pHظــیم و پــس از تن
فلاسک تلقـیح اتـوکلاو و سـپس روي فرمـانتور     . ریخته شد

مسیر ورود محـیط کشـت از فلاسـک    . شدصنعتی نصب نیمه
صـنعتی قبـل از ایـن کـار بوسـیله      درون فرمانتور نیمهتلقیح به

محـیط کشـت غلـیظ    .شـد سترونبخار آب موجود در خط 
لیتـر آب  40صـنعتی بـا   ور نیمهپس از ورود در فرمانتسترون
مخلوط شد و پس از تنظیم دما، محیط کشـت آمـاده   سترون

ذکر است که براي جلوگیري از لازم به.شدتلقیح با باکتري 
کــف کــردن محــیط کشــت درون فرمــانتور از روغــن مــایع  

.شدکف استفاده عنوان یک ترکیب ضدبه
از صــنعتی پــسآزمــون میــزان تولیــد در فرمــانتور نیمــه

آمده براي سـه فـاکتور دمـا،    دستبهنقاط بهینه -سازيبهینه
pH  شـد ازت در محـیط فرمـانتور اعمـال    و نسبت کـربن بـه.

درجـۀ سلسـیوس،   30دماي بهینه اعمال شده در ایـن مرحلـه   
سـایر  . بـود 7بهینـه حـدود   pHو 1:23ازت نسبت کـربن بـه  

شرایط ماننـد ترکیبـات معـدنی ماننـد محـیط کشـت قبـل از       
کـف  عنوان یک ترکیب ضـد سازي بود و روغن مایع بهبهینه

.شدمحیط کشت اضافه در این مرحله نیز به
بررسی اثر محـیط کشـت و نـوع فرمـانتور بـر خاصـیت       

بــراي بررســی قــدرت آنتاگونیســتی -آنتاگونیســتی بــاکتري
باکتري در شرایط آزمایشگاه از روش هاجدرون و همکاران 

دسـت بـه باکتري سویهین آزمایش در ا. استفاده شد) 1989(
ــس از    ــل و پ ــامل قب ــایش ش ــف آزم ــل مختل ــده در مراح آم

صــنعتی و سـازي محـیط کشــت و در دو فرمـانتور نیمـه    بهینـه 
فواصـل مسـاوي از مرکـز    اي بـه صورت لکهآزمایشگاهی، به

هـا  متري از حاشیه آنفاصله یک سانتیهاي پتري و بهتشتک
PDAي محـیط کشـت   هاي پتري حاواز چهار طرف تشتک

متـر از حاشـیه   میلـی 5قطـر  سپس دیسـکی بـه  . زنی شدندمایه
در مرکـز تشـتک کشــت   P. drechsleriکشـت چنـد روزه   

جـاي دیسـک حـاوي    بـه A. flavusدر مورد قـارچ  . داده شد
.شدریسه از سوسپانسیون اسپور این قارچ براي تلقیح استفاده 

ایـن  . شدتفاده پتري شاهد از آب مقطر استریل اسدر تشتک
و سـپس  درجـۀ سلسـیوس نگهـداري    27ها در دمـاي  تشتک

.شدگیري میزان رشد پرگنه اندازه

نتایج
-خصوصیات مرفولوژیک، فیزیولوژیک و بیوشـیمیایی 

این جدایه از نظر تولید اسپور، هیـدرولیز کـازئین، ژلاتـین و    
نشاسته، مصرف سیترات، واکـنش کاتـالاز و تولیـد اسـید از     

در . ال آرابینوز، دي زایلوز و دي مانیتول مثبـت بـود  قندهاي 
و دمـاي  7/5و 8/6درصـد و اسـیدیته   7و 5و 2نمک طعام 

تولیـد اسـید از   . کنـد تولید لوان و انـدول نمـی  . رشد کرد41
این جدایـه  . کندنمیاسید تولید از اینولین اماکند لاکتوز می

تولیـد و پـروتئین   میزان قابل قبولیقادر است آنزیم لیپاز را به
تولیـد آنـزیم آمـیلاز و    چنین قادر بـه هم. شیر را تجزیه نماید

.باشدآنزیم مهم پروتئاز می
ــوژنتیکی  ــوژنتیکی و ترســیم درخــت فیل -مطالعــات فیل

هـاي بیوشـیمیایی انجـام شـده     آزمونمطالعات فیلوژنتیکی و
درصـد متعلـق   99با احتمال استرین باکتري که ایننشان داد

سـویه سپس توالی این . استB. amyloliquifaciensونه گبه
ثبت شد KY992857و با شماره دسترسی NCBIدر بانک ژن 

در بانـک ژن  هـاي مشـابه  با توالیسویهو با مقایسه توالی این 
.رسم شدMEGAدرخت فیلوژنتیکی با نرم افزار 

ــکل  ــه -1شــ ــوط بــ ــوژنتیکی مربــ ــت فیلــ ــهدرخــ جدایــ
B. amyloliquefaciens UTB96.

Fig.1. Phylogenetic tree of B. amyloliquefaciens
UTB96.

 Bacillus amyloliquefaciens UTB96 (KY992857)

 Bacillus amyloliquefaciens HMJ-4 (KU317799)

 Bacillus amyloliquefaciens CTSP3 (EU855186)

 Bacillus subtilis Je46-2 (KC152654)

 Bacillus velezensis You33 (KY317954)

 Bacillus siamensis FL59 (KY818975)

 Bacillus cereus Suaeda B-001 (KT981877)

 Bacillus subtilis PS5 (KX692273)

 Pseudomonas fluorescens bv. B (U63900)

 Pseudomonas sp. EC-V20-9 (AB379687)
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در کـــاهش میـــزان و ترکیبـــات فـــرّّار تـــأثیر بـــاکتري 
فلاتوکسین بر روي مغز پسته و جلوگیري از رشد و کاهش آ

A. flavusافلاتوکسین جدایـه   R5-    در محـیط کشـت مـایع
ته را فلاتوکسـین در پس ـ آدرصد کاهش 38/98این جدایه با 

ــت ــود   داش ــی دار ب ــد معن ــک درص ــطح ی ــامی . و در س تم
چنـین توانـایی بـالایی    هم. آزمایشات در سه تکرار انجام شد

ــم   ــارچ و ه ــد ق ــوگیري از رش ــزان  در جل ــاهش می ــین ک چن
s,diاین . درصد دارد99/95میزان فلاتوکسین تولید شده بهآ
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درصــد کـاهش میــزان آفلاتوکسـین نســبت   26/87میـزان  بـه 
داراي بیشترین توانایی حذف آفلاتوکسین در محیط شاهدبه

درصد بازدارندگی از 44/14ترکیبات فرار این جدایه . است
.شته و در سطح یک درصد معنی دار استرشد قارچ دا

این آزمون با -برون سلولیةخاصیت ضد قارچی عصار
بررسی هاله عدم رشد روي محیط کشت، مورد مطالعه قـرار  

متر هاله عدم رشد را باعث میلی8میزان بهاین جدایه. گرفت
در اختلاط با محیط کشت بـا افـزایش غلظـت عصـاره،     . شد

تأثیر آن در جلوگیري از رشـد قـارچ افـزایش یافتـه و نتـایج      
ةعصـار . هسـتند در سطح یک درصد دار داراي تفاوت معنی

ــاکتري در غلظــت   ــن ب ــرون ســلولی ای درصــد 91/80، 50ب
باعــث ه و د میســیلیوم قــارچ را داشــتقـدرت بــازداري از رش ــ

و در . درصـد شـد  72میـزان  بازداري از جوانه زنی اسـپور بـه  
درصد بـازداري از جوانـه زنـی    54میزان بهدرصد10غلظت 

.اسپور را داشت
روش اي برون سلولی بـه هخاصیت ضد قارچی لیپوپپتید

در بررسی هاله عدم رشد روي محیط کشت، -ایجاد چاهک
. متري کردمیلی12یجاد هاله این جدایه ا

تنهـایی بـر میـزان    اثر محصولات جانبی برخی صنایع بـه 
در این مرحله میزان رشد باکتري -تولید زیست توده باکتري

صـورت خـالص و در چنـد    هاي کشت صـنعتی بـه  در محیط
. مورد ارزیابی قـرار گرفـت  صدرد1غلظت در سطح آماري 

شخص شد که حداکثر م) 4جدول(آمده دستبهطبق نتایج 
ــر مــلاس نیشــکر صــورت  10رشــد در غلظــت  ــر لیت گــرم ب

گـرم  18/0میزان رشد باکتري در این محیط کشت . پذیرفت
ست که محیط کشت آزمایشگاهی ااین در حالی. بر لیتر شد

M1گرم بر لیتر بود65/0میزان داراي رشد باکتري به.
گـرم بـر   (میزان تولید زیست توده باکتري مقایسه -4جدول

در هـا هاي مختلف آندر منابع کربن تجاري در غلظت) لیتر
.سطح احتمال یک درصد

Table 4. The comparison of bacterial biomass

production (g/l) in commercial carbon sources at

different concentrations (P < 0.01).

Different concentration levels
Carbon source

1 2 3
0.065f0.022i0.025 hiSugarbeet molasses (g/l)
0.076e0.091d0.178bSugarcane molasses (g/l)
0.004jk0.012j0.03hPotato starch (v/v)
0.053g0.0k0.136cMilk serum (%)

ر میـزان  مخمر ب ـعصارةهمراه اثر منابع کربن مختلف به
آمده در این مرحله دستبهنتایج -باکتريةتودتولید زیست

عصارةگرم بر لیتر 3نشان داد که ملاس نیشکر در ترکیب با 
هـاي کشـت   سـایر محـیط  عنوان منبع ازت نسـبت بـه  مخمر به

. باکتریـایی بـود  ةتجاري داراي بیشـترین تولیـد زیسـت تـود    
رحلـه نشـان داد   در ایـن م ) 5جـدول (آمده دستبههاي داده

دلیل تأمین کامل منبع ازت مورد نیاز باکتري که این محیط به
لـذا  . گـرم بـر لیتـر برسـاند    56/0تواند میزان رشد آن را بهمی

عنوان یک ترکیب کربن مناسب براي مرحله ملاس نیشکر به
.بعد انتخاب شد

گـرم بـر   (باکتري ةمیزان تولید زیست تودمقایسه -5دولج
3همراه هاي مختلف بهسماندهاي صنعتی در غلظتدر پ) لیتر

.در سطح یک درصدمخمرعصارةلیتر گرم بر
Table 5. The comparison of bacterial biomass production

(g/l) in industrial wastes at different concentrations

plus 3 grams of yeast extract (P < 0.01).

Different concentration levels
Carbon source

1 2 3
0.119h0.378f0.467dSugarbeet molasses (g/l)
0.422e0.487c0.56bSugarcane molasses (g/l)
0.069i0.221g0.486cdPotato starch (v/v)
0.054j0.113h0.012kMilk serum (%)

همراه یک منبع کربن بر میـزان  ف ازت بهاثر منابع مختل
هــاي در ایــن مرحلــه غلظــت-بــاکتريةتولیــد زیســت تــود

10مختلف چند منبع ازت آلی و معدنی در ترکیب با غلظت 
UTB96گرم بر لیتر ملاس نیشـکر بـر میـزان رشـد بـاکتري      

کـه  ) 6جـدول (نتـایج نشـان داد   . مورد مقایسه قـرار گرفتنـد  
38/0ربت خیسـانده ذرت بـا تولیـد    گرم بر لیتـر ش ـ 2غلظت 

بـاکتري در  ةگرم بر لیتر بیشترین اثر را بر تولید زیسـت تـود  
عصـارة البتـه در ایـن آزمـایش    . بین سایر ترکیبات ازت دارد

حسـاب  مخمر که یـک منبـع ازت معـروف آزمایشـگاهی بـه     
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عنوان شـاهد بـراي مقایسـه اسـتفاده شـده بـود کـه        آید بهمی
. گرم بر لیتر رشد نماید51/0میزان بهباکتري توانست در آن 

انتخاب منبع کربن و ازت تجاري و تعیین اجزاي محیط 
پس از انتخاب منابع کربن و ازت مناسب براي رشد -تکش

ها، محیط کشت مناسب و باکتري و تعیین غلظت مناسب آن
در این محیط کشت . پایه براي رشد این باکتري طراحی شد

عنوان منبـع کـربن و   گرم بر لیتر به10ملاس نیشکر با غلظت
گـرم بـر   2عنوان منبع ازت با غلظت شربت خیسانده ذرت به

براي اطمینان از تأمین مـواد غـذایی ضـروري    . تعیین شدلیتر
بـر حسـب   محـیط برخی از عناصر غذایی مؤثر در رشد نیز به

، دي 4/0از جملـه سـولفات منیـزیم    اضافه شدندگرم بر لیتر
، کربنـات  1/0، کلرید کلسـیم  98/0دروژن فسفات پتاسیم هی

. 4/0و روغن مایع 01/0، منگنز سولفات 2/0پتاسیم 

گـرم بـر   (توده بـاکتري  میزان تولید زیستمقایسه -6جدول
همراه ملاس نیشکر هاي مختلف منابع ازت بهدر غلظت) لیتر

.در سطح یک درصد) گرم بر لیتر10(
Table 6. The comparison of bacterial biomass

production (g/l) at different concentrations of

nitrogen sources plus sugarcane molasses (10g/l) (P <

0.01).

Different concentration levels (g/l)
Nitrogen source

1 2 3
0.11h0.27def0.38bCorn steep
0.25g0.26ef0.26cPure urea
0.16f0.26f0.31fUrea fertilizer

0.31cd(NH4)2SO4

0.3cdeNH4H2PO4
0.36bPepton
0.51aYeast extract

ــالیز منــــابع کــــربن و ازت بــــا دســــتگاه  نتــــایج آنــ
CHN ANALYZER-هـاي مختلـف   منظور تعیین نسـبت به

منابع کـربن و ازت انتخـاب شـده بـراي     ) C/N(ازت کربن به
ها بر میزان رشد باکتري نیاز بود تا درصد ایـن  بررسی اثر آن

در این آنالیز مشخص شـد  . عناصر در ترکیبات سنجیده شود
درصـد 28/0کـربن و  درصـد 3/37داراي که ملاس نیشکر

75/6و 39/33ترتیب چنین کربن و ازت بههم. باشدازت می
.داداز محتواي شربت خیسانده ذرت را تشکیل میدرصد

-غربالگري و بررسی اثر فاکتورها بر تولید زیست توده
اولین هدف از آزمایشـات غربـالگري، انتخـاب فاکتورهـاي     

در ایـن  . باشـد اکتورهـاي مختلـف مـی   مهم و مؤثر از میـان ف 
مطالعه یک طرح فاکتوریل خرد شده بـراي تشـخیص میـزان    

بـاکتري در  تـوده اثر پنج فاکتور مؤثر بر میزان تولید زیسـت 
. لیتري مورد اسـتفاده قرارگرفـت  میلی500ارلنهاي فلاسک

دست آمده با یک مـدل  هاي بهدر بررسی اثر فاکتورها، داده
بــراي انجــام آنــالیز از ســطح . ارزیــابی بــوددرجــه اول قابــل

ــ. دشــاســتفاده درصــد99احتمــال  ــانس ۀپــس از تجزی واری
)ANOVA (      مشخص شد کـه مـدل درجـه اول بـراي تولیـد

عنـوان یـک   جدول پارتو که به. باشدتوده مناسب میزیست 
باشد، براي تعیـین  ترین اثرات میابزار مفید در تشخیص مهم

در این جدول طـول هـر   . کار برده شدهدار بفاکتورهاي معنی
ستون در نمودار پارتو اسـتاندارد نشـانگر ضـریب رگرسـیون     

دهـد کـه نسـبت کـربن     باشد و نشان میفاکتور مورد نظر می
ترتیـب  ، دما و میزان هم خوردن محیط کشت بـه pHازت، به

بنـابراین  . هسـتند زیست توده تري در تولید داراي اثرات مهم
و نسـبت کـربن   pHفاکتور سـه فـاکتور دمـا،    از بین این پنج 

نسـبت  . دندش ـسازي انتخـاب  بهینههايازت براي آزمایشبه
محیط کشـت، بیشـترین اثـر را بـر میـزان      pHازت و کربن به

پـس از ایـن دو دمـا در    . باکتریـایی دارد زیسـت تـوده   تولید 
).2شکل (جایگاه سوم قرار گرفته است 

غربالگري فاکتورهـاي مـؤثر   بهتو مربوط نمودار پارِ-2شکل 
.در تولید زیست توده باکتري

Fig. 2. The pareto chart for screening factors

affecting the production of bacterial biomass.
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اثـر متقابـل نسـبت کـربن     -اثرات متقابل بـین فاکتورهـا  
درجـۀ سلسـیوس   30اگر دما در حد بهینه که -pHازت و به

ثابت نگه داشته شود، حداکثر زیسـت تـوده، یعنـی    باشد، می
آیـد کـه نسـبت کـربن     دست میگرم بر لیتر هنگامی به55/0
pHموازات آن میل کند و به23سمت به30و 15ازت از به

. تغییر نماید7سمت به2/6و 8/7از 
در حـد  pHاگـر  -ازت و دمـا اثر متقابل نسبت کربن به

درجۀ سلسیوس و نسبت 29در دماي نگه داشته شود، 7بهینه 
میـزان  بیشـترین زیسـت تـوده بـاکتري بـه     1:23ازت کربن بـه 

با خروج از محدوده دمـایی  . شودگرم بر لیتر تولید می52/0
میـزان  28تـا  18ازت درجۀ سلسیوس و نسبت کـربن بـه  23

کمتـرین  تـدریج کـم شـده و بـه    سلولی بـه ةتودتولید زیست
.رسدمیزان خود می

ازت هنگامی که نسبت کـربن بـه  -pHر متقابل دما و اث
درجۀ 27ثابت نگه داشته شود در دماي 1:23در نسبت بهینه 

، میزان تولید زیست توده باکتري 9/6حدود pHسلسیوس و 
. گرم بر لیتـر خواهـد بـود   55/0در حداکثر مقدار خود یعنی 

ــا خــروج  ــا 7/6از محــدوده pHب ــا از 1/7ت ــا 22و دم 33ت
یابد و تدریج کاهش میدرجۀ سلسیوس تولید زیست توده به

pHو 38بـاکتري در دمـاي بـالاتر از    ةکمترین زیسـت تـود  

. آیددست میبه5/7معادل 
صنعتیفرمانتور نیمه

دسـت آمـده بـراي بـاکتري در     حداکثر زیست توده بـه 
در ایـن  محیط کشت بهینه و غیربهینه صنعتی درفرمانتور نیمه

پتانسیل رشد باکتري در محـیط کشـت بهینـه نشـده     آزمایش 
حداکثر میزان تولید زیسـت تـوده   . مورد آزمایش قرارگرفت

امـا  .گـرم بـر لیتـر رسـید    32/0حدود ساعت رشد به8پس از 
pHدست آوردن نقاط بهینه فاکتورهایی مانند دمـا،  پس از به

لیتـري، ایـن   میلی500هاي ازت در فلاسکو نسبت کربن به
باکتري در فرمانتور ةتودحداکثر زیستبراي رسیدن بهنقاط 

با اعمال این نقاط میزان . صنعتی مورد آزمون قرار گرفتنیمه
دست آمد که با توجه گرم بر لیتر به499/0رشدي در حدود 

رشد باکتري در حالت نتایج حاصل مشخص شد که  میزانبه
).3شکل (حالت قبلی بهبود یافته است بهینه شده نسبت به

دسـت آمـده بـراي بـاکتري در    حداکثر زیست توده بـه 
در -فرمانتور آزمایشگاهی در محیط کشت بهینه و غیربهینـه 

این آزمایش ابتدا پتانسیل رشد باکتري در محیط کشت بهینه 
حداکثر میزان تولید زیسـت  . نشده مورد آزمایش قرارگرفت

. ر رسیدگرم بر لیت31/0حدود ساعت رشد به12توده پس از 
pHدست آوردن نقاط بهینه فاکتورهایی مانند دمـا،  پس از به

حداکثر تولید ازت، این نقاط براي رسیدن بهو نسبت کربن به
زیست توده باکتري در فرمانتور آزمایشگاهی مـورد آزمـون   

44/0با اعمال این نقاط میزان رشـدي در حـدود   . قرارگرفت
نتایج حاصل مشـخص  بهدست آمد که با توجه گرم بر لیتر به

شــد کــه میــزان رشــد بــاکتري در حالــت بهینــه شــده نســبت 
.حالت غیربهینه بهبود یافته استبه

پـیش ،صنعتیمنحنی رشد باکتري در فرمانتور نیمه-3شکل 
.سازياز بهینهپسو 

Fig. 3. Bacterial growth curve in semi-industrial

fermenter before and after optimization.

سازي محیط روند افزایش تولید در طول طراحی و بهینه
در طــول طراحــی محــیط کشــت یکــی از اهــداف، -کشــت

تـرین فـاکتور در   ایـن هـدف مهـم   . حداکثر نمودن تولید بود
در سـطح یـک   نتـایج . سـازي شـرایط رشـد بـود    مرحله بهینه
نشان داد که میزان تولید زیست تـوده  دار بوده ودرصد معنی

کتري از مرحله انتخاب منـابع کـربن و ازت مناسـب رونـد     با
رشد را طی نموده و در نهایـت در محـیط کشـت بهینـه     روبه

حـداکثر مقـدار تولیـد    . حداکثر مقـدار رسـیده اسـت   شده به
دست آمـد کـه مقـدار    صنعتی بهزیست توده در فرمانتور نیمه

بینی شده توسـط روش سـطح   مقدار پیشآن بسیار نزدیک به
میزان تولید در ملاس نیشکر بدون هـیچ افزودنـی   . بودپاسخ
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این مقـدار پـس از تعیـین    . لیتر شدگرم بر18/0دیگر حدود 
منبع ازت مناسب یعنی شربت خیسانده ذرت و اضافه کـردن  

ــه ــه ب ــت و ب ــزایش یاف ــید  38/0آن اف ــر رس ــر لیت ــرم ب ــا . گ ام
سازي محیط کشـت طراحـی شـده بـا اسـتفاده از روش      بهینه

سـخ و اعمـال نقـاط بهینـه در فرمـانتور نیمـه صـنعتی        سطح پا
گـرم بـر   499/0حدود باعث شد تا مقدار تولید این باکتري به

بینـی  مقدار پـیش ترین مقدار بهلیتر برسد و این مقدار نزدیک
گـرم برلیتـر بـود،    55/0شده توسط سطح پاسـخ کـه حـدود    

ــی ــدم ــانتور   . باش ــه در فرم ــرایط بهین ــد در ش ــزان تولی ــا می ام
نسـبت  ، امازمایشگاهی اگرچه بیشتر از حالت غیر بهینه بودآ
.صنعتی کمتر بودفرمانتور نیمهبه

ــانتور     ــاکتري در فرم ــتی ب ــیت آنتاگونیس ــی خاص بررس
دسـت آمـده نشـان داد کـه بـاکتري      نتـایج بـه  -آزمایشگاهی

UTB96      رشد یافته در محـیط کشـت غیربهینـه، قـادر اسـت
.Pو A. flavusرشد بیمارگرهاي  drechsleri ترتیـب  را بـه

ست کـه  ااین در حالی. کنترل نمایددرصد54و 78میزانبه
باکتري حاصل از محیط کشت بهینه توانست از رشد این دو 

البته . جلوگیري نمایددرصد79و 49میزان یب بهترتقارچ به
قدرت آنتاگونیستی باکتري رشد یافته در محیط کشت بهینه 

طـور  هب ـP. drechsleriینه تنها در مورد محیط غیربهنسبت به
در . افــزایش داشــته اســت) درصــد1در ســطح (داري معنــی

هـاي  بـاکتري A. flavusحالیکه در جلوگیري از رشد قـارچ  
حالـت غیربهینـه نـه    رشد یافته در محیط کشت بهینه نسبت به

1در سـطح  (داري تنها افزایش نداشت، بلکـه کـاهش معنـی   
.تنیز یافته اس) درصد

ــانتور     ــاکتري در فرم ــتی ب ــیت آنتاگونیس ــی خاص بررس
دســت آمــده نشــان داد کــه بــاکتري نتــایج بــه-صــنعتینیمــه

UTB96      رشد یافته در محـیط کشـت غیربهینـه، قـادر اسـت
ترتیـب  را بـه P. drechsleriو A. flavusرشد بیمارگرهـاي 

سـت کـه   ااین درحالی. کنترل نمایددرصد70و 50میزان به
اصل از محیط کشت بهینه توانست از رشد این دو، باکتري ح

البتــه . جلـوگیري نمایـد  درصـد 78و 54میـزان  ترتیـب بـه  بـه 
قدرت آنتاگونیستی باکتري رشد یافته در محیط کشت بهینه 

P. drechsleriمحیط غیر بهینه تنها در مـورد قـارچ   نسبت به

در . افـزایش داشـته اسـت   %) 1در سـطح  (داري طـور معنـی  هب

هـاي  بـاکتري A. flavusلیکه در جلوگیري از رشد قـارچ  حا
رشد یافته در هر دو محیط کشت بهینـه و غیـر بهینـه تفـاوت     

.داري نشان ندادمعنی

بحث
مقــدار ســویهایــن نتــایج تحقیــق حاضــر نشــان داد کــه 

آفلاتوکسین ردیابی شده را هم در محـیط مـایع و هـم روي    
میـزان  ي که بهنحوهدهد بکاهش میداري شکل معنیبهپسته 

هــاي آلــوده درصــد مقــدار آفلاتوکســین را در پســته38/98
-چنین قادر اسـت بـه  هم. شاهد کاهش دادقارچ و نسبت بهبه

میزان قابل توجهی آفلاتوکسین موجود در محـیط را تجزیـه   
B1درصـد آفلاتوکسـین   26/87میـزان  بهتوانست ، زیراکند

هــايســویهانــایی تو. هــدمحــیط را کــاهش داضــافه شــده بــه
B. subtilis  ــد ــوگیري از رش ــاهش A. flavusدر جل و ک

,.Cuero et al(نیـز گـزارش شـده اسـت     آفلاتوکسین قـبلاً 

هــاي فــرار تــأثیر متابولیــت). Reddyl et al., 2009؛ 1991
در کاهش رشد سیانوباکتري هـا توسـط   B. subtilisباکتري 

حقیقـات  طبـق ت . گزارش شده است) 1985(رایت و تامسون 
ــاران  ــاکتري  ) 2009(ردي و همک ــلولی ب ــارج س ــارة خ عص

B. subtilisطور مؤثري از رشد قـارچ  هبA. flavus میـزان  بـه
درصــد 58میــزان بــهB1تولیــد آفلاتوکســیناز درصــد و 68

قادرنـد طیـف   یلوسبیشتر اعضـاي جـنس باس ـ  . ممانعت کرد
ــیت       ــا خاص ــوژیکی ب ــال بیول ــاي فع ــول ه ــیعی از مولک وس

Emmert and(گی از رشد بیمارگرها را تولید کنند بازدارند

Handelsman, 1999(.چنـین توانـایی تولیـد اسـپور کـه      هم
شرایط خشکی دارد، قابلیت این باکتري را مقاومت بالایی به

ــه ــراي ســاخت آفــت ب ــدا ب ــرین کاندی ــوان بهت هــاي کــشعن
درصـد  4-5طـور متوسـط   هب ـ. فزایش داده اسـت بیولوژیک ا

بیوتیک اختصاص داشـته و  براي سنتز آنتیB. subtilisژنوم 
توانایی تولید ترکیبات ضد میکروبـی متعـدد بـا سـاختارهاي     

) 1988(کیمــورا و هیرانــو ). Stein, 2005(متفــاوت را دارد 
Bacillus subtilisنشان دادند جدایه  NK-330 از رشد قارچ

. کنـد و تولید افلاتوکسین در شرایط آزمایشگاه ممانعت مـی 
سـاعت قبـل از آلـودگی    48روي ذرت B. subtilisربرد کـا 
در شـــرایط مزرعـــه از آلـــوده شـــدن ذرت A. flavusبـــه
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Cuero(افلاتوکسین جلوگیري کرد به et al., 1991  .(  طبـق
هــــاي بــــاکتري) 2008(تحقیقــــات گــــوآن و همکــــاران 
Stenotrophomonas maltophilia وBacillus sp. ترتیـب بـه

ــا  ــد 82ب ــد 80و درص ــه   درص ــارین در تجزی ــاهش کوم ک
طبــق تحقیقــات . نقــش دارنــدB1کومــارین و افلاتوکســین 

و BSP1 ،BSP4 ،BSP5هاي سویه، )1388(صداقت تلگرد 
BSP38 باکتريB. subtilis    ،جداسازي شـده از میـوه پسـته

گیـري در کـاهش میـزان افلاتوکسـین روي میـوه      تأثیر چشم
ــد ــافري و همکــاران. پســته نشــان دادن گــزارش ) 2007(خان
زنی از جوانهLactobacillus plantarumکردند که باکتري 

77ممانعـت کـرده و باعـث کـاهش     A. flavusاسپور قـارچ  
پتانسـیل  . موجـود در ذرت شـدند  B1فلاتوکسین آدرصدي 

مقـدار  کـاهش  قـارچ و  زیسـتی مهـار خوب این بـاکتري در  
ش آفلاتوکسین، امکان کاربرد تجاري آن را در جهت کـاه 

آفلاتوکسین و تامین میزان آلودگی محصولات کشاورزي به
بـراي قضـاوت در خصـوص    . کنـد امنیت غـذایی فـراهم مـی   

یک باکتري مهارگري زیستیقدرت آنتاگونیستی و پتانسیل 
بایستی فاکتورهاي زیادي را مـورد ارزیـابی قـرار داد، ماننـد     

هـاي مـؤثر، قـدرت    هـاي مختلـف، آنـزیم   بیوتیکتولید آنتی
شـرایط و  نیزاسیون سطوح هدف، رقابت مؤثر، پایداري بهکل

عنوان یکی از چه که در این پژوهش بهسایر فاکتورها، اما آن
تولیـد تجـاري مـد    ویژه فاکتورهاي مؤثر در فرایند تولید و به

نظر قرارگرفت و مـلاك ارزیـابی مـا در ایـن پـژوهش بـود،       
مهـم در  یکـی از فاکتورهـاي   . میزان تولید زیست تـوده بـود  

در محیط طبیعی اطراف ریشه مهارزیستیکارایی یک عامل 
هـا در مصـرف منـابع مختلـف غـذایی      یا فراریشه توانـایی آن 

هاي کشت تجـاري نیـز   در محیط. هاستمحیط پیرامونی آن
صرفه را خواهد داشـت کـه   میکروارگانیسمی قابلیت تولید به

را بـراي  هـاي لازم تري داشته باشد و آنـزیم نیچ غذایی وسیع
ــد     ــد نمای ــتر را تولی ــذایی بیش ــات غ ــم ترکیب ــاکتري. هض ب

B. amyloliquefaciens مورد استفاده در این پژوهش از این
داراي سویهاین . داشتمطلوبی قراردیدگاه در جایگاه نسبتاً

ــاوي     ــاري ح ــذایی تج ــات غ ــی ترکیب ــم آنزیم ــایی هض توان
جانبی برخـی  لذا ترکیبات . پروتئین، لیپید و نشاسته را داشت

تواننـد در طراحـی   صنایع مانند آب نشاسته، آب پنیر نیز مـی 

کـه یـک   اینبا توجه به. ندشومحیط کشت اقتصادي استفاده 
تواند حمایـت بـالقوه خـود را از    منبع کربن مناسب زمانی می

رشد باکتري بالفعل نماید که منبع ازت مناسـبی در کنـار آن   
تنهایی ملاس نیشکر بهزمانی که یک غلظت ثابت. قرارگیرد

مراتب کمتر شود، عملکردي بهبراي رشد باکتري استفاده می
از زمانی دارد که در تلفیق بـا یـک منبـع ازت تجـاري ماننـد      

از طرف دیگـر میـزان   . شودشربت خیسانده ذرت استفاده می
تولید در یک منبع قندي تجـاري ماننـد مـلاس و یـک منبـع      

مراتـب کمتـر از   ه ذرت بـه ازت تجاري مانند شربت خیسـاند 
یــک محــیط بــا منبــع کــربن مــلاس و منبــع ازت قــوي        

آل دلیل ایـده و این به. زمایشگاهی مانند عصارة مخمر استآ
البتــه در . بــودن منبــع ازت موجــود در محــیط کشــت اســت 

صــرفه مقیــاس تجــاري اســتفاده از عصــارة مخمــر مقــرون بــه
ابع غـذایی  نخواهد بود و هدف ما باید افـزایش تولیـد در من ـ  

در همین راستا مـلاس  . ارزان قیمت و با صرفه اقتصادي باشد
گرم بر لیتر و شربت خیسـانده ذرت در  10نیشکر در غلظت 

عنـوان منـابع کـربن و ازت    ترتیـب بـه  گرم بر لیتر به2غلظت 
گـرم بـر لیتـر    38/0ةمحیط کشت با میزان تولید زیست تـود 

سازي ترتیبی، ژي بهینهبا استفاده از یک استرات. ندشدانتخاب 
شرایط بهینه براي بیشترین تولید زیست توده بـاکتري شـامل   

ازت و نسبت کربن بـه 7برابر pHدرجۀ سلسیوس، 30دماي 
بینـی زیسـت تـوده در    حداکثر تولید قابـل پـیش  . بودند1:23

در بررسـی  . دسـت آمـد  گـرم بـر لیتـر بـه    55/0شرایط بهینـه  
ید زیست توده مشاهده شد اهمیت فاکتورهاي مختلف در تول

ازت محیط کشت بیشترین اثر را بـر  و نسبت کربن بهpHکه 
ها دمـا  و پس از آن. توده باکتریایی دارندمیزان تولید زیست

در . هاي بعدي قـرار گرفتنـد  و میزان تکان محیط، در جایگاه
مقایسه میزان اثر فاکتورهاي محیطـی بـر میـزان تولیدزیسـت     

جـزء مـؤثرترین   pHروش پلاکـت بـرمن   توده با اسـتفاده از 
ایـن در حالیسـت کـه اسـریکومار و همکـاران      . فاکتورها بود

عنوان مؤثرترین فـاکتور  را بهpHنیز در بررسی خود) 2010(
Bacillus subtilisزیسـت تـوده بـاکتري    در تولیـد  SK09 ،

هـاي بـین فاکتورهـاي    در بررسـی بـرهمکنش  . معرفی کردند
30اگـر دمـا در حـد بهینـه کـه      وده، مؤثر در تولید زیسـت ت ـ 

باشـد، ثابـت نگـه داشـته شـود، حـداکثر       درجۀ سلسیوس می
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آیـد  دست میلیتر هنگامی بهگرم بر55/0زیست توده، یعنی 
میـل کنـد و   23سـمت  به30و 15ازت از که نسبت کربن به

امـا  . تغییـر نمایـد  7سـمت  به2/6و 8/7از pHموازات آن به
29نگه داشـته شـود، در دمـاي    7نه یعنی در حد بهیpHاگر 

زیسـت  بیشـترین 24ازت و نسـبت کـربن بـه   درجۀ سلسیوس
بـا  . شـود گـرم بـر لیتـر تولیـد مـی     52/0میزان توده باکتري به

18ازت درجه و نسبت کربن به23خروج از محدوده دمایی 
کمترین تدریج کم شده و بهمیزان تولید زیست توده به28تا 

از سوي دیگر هنگامی که نسـبت کـربن   . رسدمیمیزان خود 
ثابـت نگـه داشـته شـود در     1/23ازت در نسبت بهینه یعنی به

میـزان تولیـد   9/6در حـدود  pHدرجۀ سلسیوس و 27دماي 
گـرم  55/0زیست توده باکتري در حداکثر مقدار خود یعنی 

و دما 1/7تا 7/6از محدوده pHبا خروج . بر لیتر خواهد بود
یابـد و  تـدریج کـاهش مـی   تولید زیست توده به،33تا 22از 

pH5/7و 38باکتري در دماي بالاتر از ةکمترین زیست تود
بیان کردند که در ) 2014(سوزا و همکاران . آیددست میبه

گرم 74/0ساعت 24تولید زیست توده پس از NYDمحیط 
بر لیتر بوده و در صورت وجود منابع کربنـی متفـاوت ماننـد    

، درصد2/39ترتیب سوکروز، ملاس سویا و ملاس نیشکر به
ــد9/95 ــد8/310و درصـ ــی درصـ ــدا مـ ــزایش پیـ ــدافـ کنـ
)Sousa et al., 2014.(      س یـا زیسـت تـوده درتولیـد بـایوم

7/2، حـدود  )2014(محیط پایه در تحقیقات تـوان و هنـگ   
درجـۀ سلسـیوس   37ساعت و دماي 20گرم بر لیتر در مدت 

گرم بـر لیتـر   3که در محیط بهینه این میزان بهبود؛ در صورتی
هاي کلسیم و منیزیم در محـیط  رسد، در واقع حضور یونمی

هاي باکتریایی بسـیار مهـم   مانی سلولطراحی شده براي زنده
هـا بـراي بهینـه    آزمایش).Tuan and Houng, 2014(هستند 

ــد   تـــودهزیســـتســـازي شـــرایط کشـــت و افـــزایش تولیـ
B. subtilis SK09  با استفاده از طرح پلاکت برمن موفقیـت

دار ، آمونیوم سیترات و پپتون بصـورت معنـی  pHآمیز بود و 
ــی     ــک م ــومس پروبیوتی ــول بی ــزایش محص ــث اف ــود باع ش

)Sreekumar and Krishnan, 2010 .(  دهـد  نتایج نشـان مـی
توده در هر دو محیط بهینه و غیربهینـه  که میزان تولید زیست

. نعتی بیشتر از فرمانتور آزمایشگاهی اسـت صدر فرمانتور نیمه
و در 8صـنعتی  حداکثر رشد در فرمانتور نیمـه زمان رسیدن به

باشــد کــه حــاکی از ســاعت مــی12فرمــانتور آزمایشــگاهی 
.باشـد صنعتی میسرعت رشد بالاتر باکتري در فرمانتور نیمه

دلیل سیسـتم هـوادهی بسـیار مناسـب     تواند بهاین موضوع می
فرمـانتور آزمایشـگاهی باشـد    صـنعتی نسـبت بـه   نیمهفرمانتور

صـورت  صـنعتی بـه  چراکه سیستم هوادهی در فرمـانتور نیمـه  
ایرلیفــت بــوده و کــارایی آن در تــامین اکســیژن مــورد نیــاز  

.باکتري بسیار بالاست
نتایج این پژوهش نشان داد کـه غربـالگري فاکتورهـاي    

اسـتفاده از روش  ها بـا  سازي آنمؤثر در رشد باکتري و بهینه
توانـد موجـب ارتقـاء عملکـرد بـاکتري در      سطح پاسـخ مـی  

این ارتقاء هم در فرمانتور آزمایشگاهی و هـم  . دشوفرمانتور 
سازي فرایند بهینه. صنعتی قابل مشاهده استدر فرمانتور نیمه

بـاکتري  ةتـود تولید باکتري باعث شد تا میزان تولید زیسـت 
گــرم بــر لیتــر در حالــت 31/0در فرمــانتور آزمایشــگاهی از 

چنـین  هـم . لیتر در حالت بهینه برسـد گرم بر44/0غیربهینه به
صـنعتی از  توده باکتري در فرمـانتور نیمـه  میزان تولید زیست

گرم بر لیتر در 499/0بهینه بهگرم بر لیتر در شرایط غیر32/0
ایـن  ةچنـین نشـان دهنـد   این پـژوهش هـم  . حالت بهینه برسد

که توانایی سازگاري بـاکتري بـا محـیط کشـت     موضوع بود 
حالـت  طراحی شده در محـیط کشـت بهینـه شـده نسـبت بـه      

ترتیب کـه  بدین. صنعتی بهبود یافتغیربهینه در فرمانتور نیمه
سـاعت امـا در حالـت    2فاز تاخیر باکتري در حالت غیربهینه 

ــه   ــاعت ب ــک س ــه ی ــد بهین ــول انجامی ــانتور  . ط ــورد فرم در م
سازي در مـدت زمـان فـاز تـاخیر بـاکتري      هآزمایشگاهی بهین

باعث افزایش سرعت رشد بـاکتري در فـاز   ، اما اثري نداشت
کـاهش زمـان فـاز تـاخیر و افـزایش      . لگاریتمی باکتري شـد 

تولیـد تجـاري یـک    فرآینـد سرعت رشـد بـاکتري در طـول    
هــاي کــاهش زمــان تولیــد و بــاکتري بیــوکنترل یکــی از راه

. باشـد هـاي انـرژي مـی   انند حامـل هاي مرتبط با تولید مهزینه
کوستا و همکاران تلاش کردند تا با پیدا کردن منابع کربن و 
ازت از میان محصولات تجاري خام، ضـمن حـداقل نمـودن    

ة تولیـــدي توســـط مخمـــرتــود هـــا، میـــزان زیســـتهزینــه 
P. agglomerans   حـداکثر  را با حفظ اثـر بیـوکنترلی آن بـه

کشـتی مرکـب از منـابع    در ایـن پـژوهش از محـیط   . برسانند
و مخمـر آبجـو   ) گرم بر لیتـر 5(نیتروژنی مانند عصارة مخمر 
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هـاي ارزان  و کربوهیـدرات ) گـرم بـر لیتـر   10(خشک شـده  
گـرم بـر   20(و ملاس ) گرم بر لیتر10(قیمت مانند سوکروز 

، بـــراي رشـــد مخمـــر بـــا حفـــظ کـــارایی بـــاکتري )لیتـــر
.Pو Penicillium digitatumهــايروي قــارچ italicum

Costa(روي پرتقـال اسـتفاده شـد    et al., 2001 .(  بـاکتري
Pseudomonas fluorescence 2-79    یـک عامـل بیـوکنترل
Gaeumannomyces(علیــه عامــل بیمــاري پــاخوره گنــدم 

graminis var. tritici (ــی ــدم ــاران  . باش ــلیننجر و همک اس
، دما و منبع کـربن محـیط کشـت مـایع،     pHبا تنظیم ) 1995(
پـراوین و  .بیوتیک فنـازین را بهینـه کردنـد   یزان تولید آنتیم

با استفاده از این روش توانستند ) Praveen, 2008(همکاران 
بیوتیـــک اي، تولیـــد آنتـــی بـــا تنظـــیم شـــرایط تغذیـــه   

actinomycin-D  توســطStreptomyces sindenensis را
آگري و همکاران تجزیـه فنـول در سیسـتم بـچ     . بهینه نمایند

ــا تنظــیم Pseudomonas fluorescensط بــاکتري توســ را ب
فلاویا و . متغیرهاي فرایند با استفاده از این روش بهینه نمودند
ســاکارید همکــاران محــیط کشــت را بــراي تولیــد اگزوپلــی

Rhizobiumتوسـط   sp.    سـازي  بـا روش سـطح پاسـخ بهینـه
.نمودند

بل صنعتی، قرشد یافته در فرمانتور نیمهUTB96باکتري 
وA. flavusســازي قــادر اســت رشــد بیمارگرهــاي از بهینــه

P. drechsleriدرصـد 70و درصـد 50میـزان  ترتیب بهرا به
ست که باکتري حاصل از محیط ااین در حالی. کنترل نماید

میـزان  ترتیـب بـه  کشت بهینه توانست از رشد این دو قارچ به
البتـــه قـــدرت . دکنـــجلـــوگیري درصـــد78و درصـــد54

تاگونیستی باکتري رشد یافته در محیط کشت بهینه نسـبت  آن
ــه ــه تنهــا در مــورد  ب ــP. drechsleriمحــیط غیربهین طــور هب

. افــزایش داشــته اســت  ) درصــد1در ســطح (داري معنــی
، بـاکتري  A. flavusکه در جلوگیري از رشـد قـارچ   درحالی

ــه تفــاوت    ــه و غیربهین ــه در دو محــیط کشــت بهین رشــد یافت
سازي شرایط رشـد در  چنین بهینههم. ان ندادندداري نشمعنی

ــاکتري از رشــد   ــدگی ب ــر بازدارن ــانتور آزمایشــگاهی، اث فرم
P. drechsleriدر . افـــزایش داددرصـــد25میـــزان را بـــه

نه تنهـا باعـث افـزایش کـارایی     A. flavusکه در مورد حالی
در پی . کاهش داددرصد29میزان باکتري نشد بلکه آن را به

: گیـرد این نتایج دو نکته مهم مـورد تاکیـد قـرار مـی    مشاهده 
یک بـاکتري در طـول   ةتودکه افزایش تولید زیستاول این

فرایند تولید لزومـا بـا افـزایش قـدرت آنتاگونیسـتی بـاکتري       
همراه نبوده و چه بسـا ممکـن اسـت باعـث کـاهش کـارایی       

تـوان بـا   دلیـل احتمـالی ایـن پدیـده را مـی     . دبشوباکتري نیز 
الرشـد بـاکتري در محـیط کشـت    هـاي سـریع  موتانتتجمع

منظــور در نتیجــه مطالعـات و تحقیقــات تکمیلـی بــه  . دانسـت 
.شودسازي این جدایه در شرایط مختلف پیشنهاد میبهینه

.Bهایی بـا گونـه   این تحقیق شباهتBacillusگونۀ 

velezensisدهـد کـه بررسـی ملکـولی آن در حـال      نشان می
.انجام است

اسگزاريسپ
این تحقیق با حمایت مالی دانشگاه تهران و شرکت فناوري 

.انجام گرفته است) بایوران(گرا زیستی طبیعت
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Abstract

Aspergillus flavus grows on a wide range of agricultural and food products and causes contamination with

aflatoxin. One of the suitable methods for controlling aflatoxin is the use of biological agents, which is possible

by the application of effective bacterial antagonists. The objectives of the present study were to isolate and

characterize a superior biocontrol agent against the above-mentioned fungus on pistachio, to develop an

industrial culture medium and to optimize its growth conditions for enhancing maximum biomass production for

Bacillus amyloliquefaciens UTB96. According to the results, this strain was capable of significant growth

inhibition of A. flavus and reducing aflatoxin concentration in the pistachio up to 98.38%. Moreover, its VOCs

showed growth inhibition as well. The most effective environmental factors were screened using the

Bremenplacket design, in terms of their effects on the biomass production of the antagonistic bacterium and

optimizing the production of bacterial biomass in culture medium designed using the screened factors. The

results showed that sugarcane molasses and corn steep could be used as the industrial sources of carbon (C) and

nitrogen (N) in production at 10 and 2 g/l respectively. Optimum conditions for maximum production of biomass

in this culture medium included pH=7, 30°C and C/N ratio 1:23. Using the optimized culture medium and

conditions in a semi-industrial method, the amount of biomass was reached up to 0.17 g/l, and the antagonistic

effects increased by 8%. Bacillus species used in this work shows some similarities with B. velezensis that needs

to be validated by further molecular analysis.

Keywords: aflatoxin, Aspergillus flavus, Bacillus amyloliquefaciens, Bremenplacket, VOCs
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